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第 1 章 序論 
1-1. 緒論 
 近年の著しい分子生物学やバイオテクノロジーの進展により、サイトカインや抗体を始めとし
たバイオ医薬品が盛んに開発されている。中でも抗体医薬は腫瘍や自己免疫疾患の治療を目的と
した分子標的薬として世界中で数多く承認されており、既承認抗体医薬の中には顕著な有効性を
示しているものも多く、今現在最も研究および開発が行われている医薬品のひとつである。 
 
1-2. 研究背景 
抗体の構造と特徴 
抗体は生物の体内に侵入した、あるいは発生した異物（抗原）の刺激により B 細胞で作られ、
その抗原に対して特異的に結合、攻撃することで生体を守る免疫反応を担うタンパク質である。 
全ての抗体分子は 4 本のポリペプチド鎖から構成されており、そのタンパク質は Immnogloblin
（Ig）と呼ばれる。抗体は定常領域と可変領域と呼ばれる 2 つの領域に分けられる。可変領域は
N 末端側の 110 アミノ酸残基の領域であり、個々の抗体によって多様性を持ち、抗原への結合の
特異性に関与している。一方、定常領域はヒトでは 5 種類のクラス（IgG、IgM、IgA、IgD および
IgE）に分けられ、クリアランスや輸送の機構を活性化するリガンドとの相互作用部位を有してお
り、クラスによって生化学的、機能的にも異なることが知られている。血中に最も多く存在する
IgG は単量体で存在するが、IgM や IgA は通常それぞれ五量体および二量体で存在していること
が明らかとなっている（1-5）。 
抗体医薬に最も利用されている IgG は 4 本のポリペプチド鎖から構成され、2 本の重鎖（それ
ぞれ 50kDa）と 2 本の軽鎖（それぞれ 25kDa）がジスルフィド結合により共有結合して 1 分子を
形成している。IgG は可変領域および定常領域からなり、Fab 領域（fragment, antigen binding）
と Fc 領域（ Fragment, Crystallizable）に分けられる。 Fab 領域には相補性決定領域
（Complementarity-determining regions;CDR）が存在し、CDR のアミノ酸配列には多様な抗原に
結合できるように、アミノ酸配列に多彩な変化が見られる。この Fab 領域の先端に近い半分を可
変領域（V 領域）といい、軽鎖の可変領域を VL 領域、重鎖の可変領域を VH 領域と呼ぶ。V 領域
以外の Fab 領域と Fc 領域は、比較的変化の少ない領域であり、定常領域（C 領域）と呼ばれる。
軽鎖の定常領域を CL 領域と呼び、重鎖の定常領域を CH 領域と呼ぶが、CH 領域はさらに CH1
～CH3 の３つに分けられる。重鎖の Fab 領域は VH 領域と CH1 からなり、重鎖の Fc 領域は CH2
2 
 
と CH3 からなり、ヒンジ部は CH1 と CH2 の間に位置する。Fc 領域は、ヒンジ領域における重
鎖間ジスルフィド結合と CH3 ドメイン同士の非共有結合によって形成されたホモ二量体を形成
する。数少ないが IgG の結晶構造解析により、IgG の高次構造が明らかにされている。抗体の二
次構造は主に逆平行βシートを形成するポリペプチドで形成され、約 70％のβシートを含有して
いる。各ドメインが同じβバレル構造（イムノグロブリンフォールド）を有し、互いにジスルフ
ィド結合や疎水性相互作用により安定化されている。2 つの Fab 領域が 1 つの Fc 領域と比較的
フレキシブルなヒンジ領域で結合し、その形状は特徴的な Y 字構造もしくは T 字構造をとってい
る（6,7）。また CH2 ドメインはアスパラギン 297 番（Asn-297）に糖鎖が共有結合で連結すること
によって修飾されている。X 線結晶構造解析により、糖鎖が CH2 領域間の内壁表面と多くの非共
有結合により相互作用していることが示されている（6,8）。 
IgG はさらに 4 種類のサブクラス（IgG1、IgG2、IgG3 および IgG4）が存在し、正常な血清中
の濃度は IgG1（～60%）、IgG2（～25%）、IgG3（～10%）、IgG4（～5%）の順である（9）。
Fig.1-1-1 に各 IgG サブクラスの構造、Fig.1-1-2 に定常領域の配列を示した。Fc 領域のアミノ酸
配列では 95%以上相同であるが、ヒンジ領域のアミノ酸組成およびその構造には大きな違いが見
られ、各サブクラスの特性の違いに大きく寄与している。4 つのサブクラスで重鎖および軽鎖の
分子内ドメイン間のジスルフィド結合はほぼ同じであるが、分子間ジスルフィド結合には違いが
認められる。重鎖間のジスルフィド結合の違いはヒンジのアミノ酸配列とその中にあるシステイ
ン（Cys）残基の位置によってもたらされる。ヒンジのアミノ酸数は IgG1 が 15 個、IgG2 が 12
個、IgG4 が 13 個なのに対し、IgG3 は 62 個と他のサブクラスに比べ非常に長く、21 個のプロリ
ン、11個のシステインを含む独特な配列である。重鎖間のジスルフィド結合数は IgG1および IgG2
で 2 つなのに対し IgG2 では 4 つ、IgG3 では 11 つである。このためヒンジの長さと含有するグ
リシンの数、ジスルフィド結合数より、ヒンジ領域のフレキシビリティーは IgG1で最も高く、IgG4、
IgG2、IgG3 の順で低くなる。また重鎖と軽鎖間のジスルフィド結合の位置に違いが認められる。
IgG1 では軽鎖 C 末端のシステインとコアヒンジにある 1 番目（N 末端側から）のシステインとジ
スルフィド結合を形成している。これに対し、IgG2、IgG3、IgG4 では軽鎖 C 末端のシステイン
と Fab 領域にある CH1 ドメインにある 1 番目（N 末端側から）のシステインとジスルフィド結
合を形成している（10-19）。 
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Fig1-1-1. 抗体 IgG の構造（黒：ヒンジ、赤：ジスルフィド結合、青：糖鎖）と 
ヒンジ領域のアミノ酸配列（文献 20, 21 より引用） 
×3
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Subclass Core hinge region sequence
IgG1 EPKSCDKTHTCPPCP
IgG2 ERKCCVECPPC
IgG3 ELKTPLGDTTHTCPRCP.....（EPKSCDTPPCPRCP）x3
IgG4 ESKYGPPCCPSCP
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EU
IgG1 / / / A S T K G P S V F P L A P S S K S T S G G T A A L G C L V K D Y F P
IgG2 / / / A S T K G P S V F P L A P S S R S T S E S T A A L G C L V K D Y F P
IgG4 / / / A S T K G P S V F P L A P S S R S T S E S T A A L G C L V K D Y F P
← CH1
EU
IgG1 E P V T V S W N S G A L T S G V H T F P A V L Q S S G L Y S L S S V V T V P S S S L G T Q T Y I C N V N H K P S N T K V
IgG2 E P V T V S W N S G A L T S G V H T F P A V L Q S S G L Y S L S S V V T V T S S N F G T Q T Y I C N V D H K P S N T K V
IgG4 E P V T V S W N S G A L T S G V H T F P A V L Q S S G L Y S L S S V V T V P S S S L G T K T Y I C N V D H K P S N T K V
EU
IgG1 D K K A E P K S C D K T H T C P P C P A P E L L G G P S V F L F P P K P K D T L M I S R T P E V T C V V V D V S H E D P
IgG2 D K T V E P K C C － －－ V E C P P C P A P P － V A G P S V F L F P P K P K D T L M I S R T P E V T C V V V D V S H E D P
IgG4 D K R V E P K Y G P －－－ P C P S C P A P E F L G G P S V F L F P P K P K D T L M I S R T P E V T C V V V D V S Q E D P
→←Hinge →←　CH2
EU
IgG1 E V K F N W Y V D G V E V H N A K T K P R E E Q Y N S T Y R V V S V L T V L H Q D W L N G K E Y K C K V S N K A L P A P
IgG2 E V Q F N W Y V D G V E V H N A K T K P R E E Q F N S T F R V V S V L T V V H Q D W L N G K E Y K C K V S N K G L P A P
IgG4 E V Q F N W Y V D G V E V H N A K T K P R E E Q F N S T Y R V V S V L T V L H Q D W L N G K E Y K C K V S N K G L P S S
EU
IgG1 I E K T I S K A K G Q P R E P Q V Y T L P P S R D E L T K N Q V S L T C L V K G F Y P S D I A V E W E S N G Q P E N N Y
IgG2 I E K T I S K T K G Q P R E P Q V Y T L P P S R E E M T K N Q V S L T C L V K G F Y P S D I A V E W E S N G Q P E N N Y
IgG4 I E K T I S K A K G Q P R E P Q V Y T L P P S Q E E M T K N Q V S L T C L V K G F Y P S D I A V E W E S N G Q P E N N Y
→ ←　CH3
EU
IgG1 K T T P P V L D S D G S F F L Y S K L T V D K S R W Q Q G N V F S C S V M H E A L H N H Y T Q K S L S L S P G K
IgG2 K T T P P M L D S D G S F F L Y S K L T V D K S R W Q Q G N V F S C S V M H E A L H N H Y T Q K S L S L S P G K
IgG4 K T T P P V L D S D G S F F L Y S R L T V D K S R W Q E G N V F S C S V M H E A L H N H Y T Q K S L S L S L G K
272 331
332 391
392 447
151
152 211
212 271
118
 
 
Fig.1-1-2 定常領域のアミノ酸配列（アミノ酸番号は EU ナンバリング参照（22）） 
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Fc 領域とエフェクター機能 
 Fc 領域は、特定のタンパク質に結合し、オプソニン化や細胞溶解などの免疫応答の誘導、抗体
依存性細胞障害活性（ADCC：Antibody Dependent Cell Cytotoxicity）および補体依存性細胞障害
活性（CDC：Complement Dependent Cytotoxicity）などのエフェクター機能を担っている（23）。
ADCC は、抗体の Fc 領域が NK 細胞、マクロファージなどの免疫エフェクター細胞表面上の Fc
受容体（FcγRs）に結合し、標的細胞の貪食作用や細胞溶解を誘導する。CDC は、補体成分（Cq1）
と結合し、抗体が細胞表面で補体カスケードを活性化して細胞を死滅させる。Fcγ受容体や補体
成分と Fc 領域の結合能はサブクラスによって異なり、サブクラスによって多様なレベルのエフェ
クター機能を発揮することになる（24-27）。特に IgG1 および IgG3 は全ての FcγRs や Cq1 に強く
結合し、高いエフェクター機能（ADCC/CDC）を発揮する。この結合能の違いはヒンジ領域およ
び CH2 ドメインのアミノ酸残基の違いに由来することがこれまでに報告されている（9,28,29）。  
また Fc 領域は新生児の Fc 受容体（FcRn）と結合することで IgG の分解抑制による血中濃度維
持および細胞内での輸送に大きく関与していることが明らかとなっている（30-32）。Table1-1-1 に
各サブクラスの Key パラメータをまとめた。 
 
 
Table.1-1-1 各サブクラスの Key パラメータ（文献 33より引用） 
 
Functional form in vivo
Biological role in host response
Percentage of all IgG in humans
Half-life
Effector functions
C1
FcgR I
FcgR II
FcgR IIIa/b
Dimeric
tetravalent
Monomeric
bivalent
Monomeric
bivalent
Half-Ig
monovalent
Protein
antigens
Carbohydrate
antigens
Responde to chronic
Stimulation,
Anti-inflammatory
Protein
antigens
60% 25% 10% 5%
36.3±9.2 37.1±13.9 28.6±10.4 15.6±4.5
IgG1 IgG3IgG2 IgG4
++ +++
+++ +++ ++
+
+
+
+
-
-
-
-
±
±
？
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抗体医薬の歴史 
抗体の特徴として、多様性、標的に対する高い特異性と強い親和性の 3 つが挙げられる。これ
らの特性を医薬品から捉えると、多様性は創薬に対して応用範囲が広いこと、高い特異性からは
標的以外のところに影響を与えない、つまり副作用につながりにくいこと、強い親和性からは疾
患原因タンパク質の働きを中和できることを意味する。また抗体はもともと血中に安定に存在す
る分子のため、長い期間薬効を発揮でき、非常に医薬品として魅力のある分子である。 
1975 年に Kohler と Milstein によりハイブリドーマを利用したマウスモノクローナル抗体を人
工的に生産できる方法が確立され（34）、『魔法の弾丸』として当初ミサイル療法が現実のものに
なると多くの期待が寄せられた。しかしながら、初期の抗体はマウスに免疫し、得られたマウス
抗体をそのままヒトに投与したため、マウス抗体自身が抗原と認識され、アナフィラキシーショ
ックが高頻度で起り、繰り返し投与が困難となった。またヒト生体内 IgG の半減期が約 20 日で
あるのに対して、ヒトに投与されたマウス抗体の半減期は数時間から 3 日程度であり、半減期が
短いことも障壁となり、多くの開発が失敗に終わった（35）。1986 年、米国においてマウス抗体
Orthclone OKT3 が腎臓移植後の急性拒絶反応の治療薬として初めての抗体医薬品として上市さ
れたが、抗原性などの問題は解決されなかった。 
 しかし、1990 年代に入り、分子生物学とバイオテクノロジーの進展により、キメラ抗体（36,37）
やヒト化抗体（38,39）の作製技術が確立され、ヒト IgG 骨格を持った抗体を遺伝子組み換えにより
作製・製造することが可能となり、医薬品化に向けて大きな一歩を踏み出した。また当時国際的
に取り組まれていたヒトゲノム解析プロジェクトの進展によりゲノム創薬がブームとなり、その
中で抗体医薬のターゲットとなる疾患・病態に関する分子（抗原）の同定が進んだことも寄与し、
1990 年代後半になると抗体医薬の商品化が次々と成功し、2000 年代に入り血液がん治療薬のリ
ツキサン、乳がん治療薬のハーセプチン、関節リウマチ治療薬のレミケードなどが 10 億ドルを超
えるブロックバスターになるまでに成長した。その後も続々とキメラ抗体やヒト化抗体が製品化
され、さらにファージディスプレイ・ライブラリー法（40,41）やトランスジェニックマウスを用い
た完全ヒト抗体作製技術（42）が確立され、より抗原性の低い完全ヒト抗体の開発も進んだ。2002
年には完全ヒト抗体ヒュミラが関節リウマチ治療薬として米国で認可された。2000 年代に入って
も抗体医薬開発の勢いは止むことなく、現在までに世界で 25 種類以上が許可され、数兆円規模の
市場を形成するに至っている。また世界で 150 以上の抗体医薬品の臨床開発が進行中といわれて
おり、現在最も活発に研究および開発が行われている品目の一つと言える。 
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 現在までに日欧米で許可された抗体医薬を Table.1-1-2 にまとめた（文献 43,44 より改変。承認
年度らは米国食品医薬品局（FDA）、ヨーロッパ医薬品庁（EMEA）、厚生労働省ホームページ
を参照した）。対象疾患は様々であるが、大別すると主に抗腫瘍薬および免疫調節薬に分類され
る。抗腫瘍薬として代表的な抗体医薬としては、リツキシマブ、トラスツマブ、ゲムツズマブ、
オゾガマシシン、ベバシズマブ等が挙げられ、現在標準的治療に使用される医薬品として評価を
得ている。また免疫調節薬としてはインフリキシマブ、アダリムマブなど関節リウマチ治療薬が
挙げられる。 
また近年、抗体に類似した特徴を持つ医薬品として、標的分子特異的結合能を持つ受容タンパ
ク質やペプチド等を抗体の Fc 領域と融合させた Fc 融合タンパク質医薬品の開発も盛んに行われ
ている（45）。例えば、エタネルセプトはヒト型遺伝子組み換え可溶性 TNFα受容体－Fc 融合タン
パク質医薬品であり、TNF を中和する作用を持ち、関節リウマチ治療薬として用いられている（46）。
こられは標的分子結合部位のみでは医薬品として開発することが難しいタンパク質やペプチドを
Fc 領域と融合することで血中安定化を図り、臨床応用を可能にした医薬品である。 
以上のように、抗体医薬はすでに数多くの製品が承認されているが、既承認抗体医薬は融合タ
ンパク質以外の製品では、いずれも構造的には IgG のサブクラスに属し、中でも IgG1 が大多数
を占め、IgG2 および IgG4 を用いた抗体医薬は少ない。最近は細胞表面受容体（例えばエリスロ
ポエチン受容体、CD20、CD28）に結合し、アゴニストとして細胞内情報伝達を引き起こすこと
を目指したアゴニスト抗体の開発などが盛んに行われている。
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Table1-1-2 日欧米における既承認抗体医（文献 43,44より改変）
米国 欧州 日本
Muromonab-CD3 Orthoclone OKT3 マウス抗体　IgG2a CD3 腎移植後の急性拒絶反応 1986 1987 1991
Abciximab ReoPro キメラ抗体　IgG1 （Fab) GPⅡb/Ⅲa 心筋虚血 1994 NA1） NA
Rituximab Rituxan, MabThera キメラ抗体　IgG1κ CD20 B細胞性非ホジキンリンパ腫 1997 1998 2001
Daclizumab Zenapax ヒト化抗体　IgG1κ CD25 腎移植後の急性拒絶反応 1997 1999 NA
Basiliximab Simulect キメラ抗体　IgG1κ CD25 腎移植後の急性拒絶反応 1998 1998 2002
Palivizumab Synagis ヒト化抗体　IgG1κ RSVFProtein RSウィルス感染 1998 1999 2002
Infliximab Remicade キメラ抗体　IgG1κ TNFα 関節リウマチ 1998 1999 2002
Trastuzumab Herceptin ヒト化抗体　IgG1κ HER2 転移性乳ガン 1998 2000 2001
Gemtuzumab ozogamicin Mylotarg ヒト化抗体　IgG4κ (カリケアマイシン結合）CD33 急性骨髄性白血球 2000 NA 2005
Alemtuzumab Campath, MabCampath ヒト化抗体　IgG1κ CD52 B細胞性慢性リンパ性白血病 2001 2001 NA
Ibritumomab tiuxetan Zevalin マウス抗体　IgG1κ (90Y標識） CD20 B細胞性非ホジキンリンパ腫 2002 2004 2008
Adalimumab Humira ヒト化抗体　IgG1κ TNFα 関節リウマチ 2002 2002 2008
Omalizumab Xolair ヒト化抗体　IgG1κ IgGE 喘息 2003 2003 2009
Iodine 131 Tositumomab Bexxar マウス抗体　IgG2aλ (131I標識） CD20 非ホジキンリンパ腫 2003 NA NA
Efalizumab Raptiva ヒト化抗体　IgG1κ CD11 尋常性乾癬 2003 2004 NA
Cetuximab Erbitux キメラ抗体　IgG1κ EGFR 頭頸部癌, 結腸・直腸癌 2004 2004 2008
Bevacizumab Avastin ヒト化抗体　IgG1κ VEGF 結腸・直腸癌 2004 2005 2007
Natalizumab Tysabri ヒト化抗体　IgG4κ α4integrin 多発性硬化症 2004 2006 NA
Tocilizumab Actemra ヒト化抗体　IgG1κ IL6R キャッスルマン病 2010 2008 2005
Panitumumab Vectibix ヒト抗体　IgG2κ EGFR 結腸・直腸癌 2006 2007 2010
Ranibizumab Lucentis ヒト化抗体　IgG1κ(Fab） VEGF-A 加齢黄斑変性 2006 2007 2009
Eculizumab Soliris ヒト化抗体　IgG2/4κ C5a 発作性夜間血色素尿症 2007 2007 NA
Cetolilizumab pegol Cimzia ヒト化抗体　IgG1κ(PEG化 Fab） TNFα 関節リウマチ 2008 2009 NA
Golimumab Simponi ヒト抗体　IgG1κ TNFα 関節リウマチ 2009 2009 NA
Canakinumab Ilaris ヒト抗体　IgG1κ IL-1β クリオピリン関連周期性症候群 2009 2009 NA
Ustekinumab Stelara ヒト抗体　IgG1κ IL-12/23 p40 乾癬 2009 2008 NA
Ofatumumab Arzerra ヒト抗体　IgG1κ CD20 B細胞性非ホジキンリンパ腫 2009 2010 NA
Denosumab Prolia ヒト抗体　IgG2κ RANK ligand 骨粗鬆症 2010 2010 NA
1） 未承認
Fc融合タンパク質
名称 商品名 種類 標的 主な適応疾患 米国 欧州 日本
Etanercept Enbrel TNFαR + Fc TNFα 関節リウマチ関節リウマチ 1998 2000 2005
Alefacept Amevive LFA3 + Fc CD2 尋常性乾癬 2003 NA NA
Abatacept Orencia CTLA4 + Fc CD80/CD86 関節リウマチ 2005 2007 2010
Rilonacept Arcalyst Binding domain of IL-R + Fc IL-1 クリオピリン関連周期性症候群 2008 2009 NA
Romiplostim Nplate analog of thrombopoetin + Fc TPOR 血小板減少性紫斑病 2008 2009 NA
1） 未承認
商品名名称
承認を受けた年度
主な適応疾患標的種類
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抗体医薬が持つ多様な作用とサブクラス選択の重要性 
抗体医薬の作用機序は大きく 4 つに分けられる。1）リガンドまたは受容体に結合しシグナル伝
達を遮断するブロッキング抗体、2）標的分子と結合し抗体依存性細胞障害活性（ADCC）や補体
依存性細胞障害活性（CDC）等のエフェクター機能を誘導する抗体、3）標的分子に結合しシグ
ナル伝達を上昇させるアゴニスト抗体、4）薬剤や放射性物質を結合し特異的に細胞障害を誘導す
るミサイル型抗体などが挙げられる（47）。抗腫瘍効果を目的とした抗体医薬には、より大きいエ
フェクター機能が重要となり強いエフェクター機能を有する IgG1および IgG3の利用が好ましい。
しかしながら IgG3 はこれまで上市された抗体医薬品には使用されていない。これは IgG3 の半減
期が短いこと、長いヒンジを有するために非酵素消化を受けやすいこと、IgG の精製工程で使用
されている Protein A に結合しないことなどが理由として挙げられる（33, 48）。このように抗腫瘍
効果を狙ったより大きいエフェクター機能への要望がある中、いくつかの抗体医薬品のためには、
エフェクター機能が低減または排除する方が好ましい場合がある。抗原の生物学的作用を中和す
ることが目的の抗体医薬においては、Fc 領域の ADCC 活性等のエフェクター機能に重要な Fcγ
受容体への結合は不要な副作用を惹起する可能性がある（49）。さらに、Fcγ受容体は抗原提示細
胞に発現していることから、Fcγ受容体に結合する分子は抗原提示されやすくなり、IgG1 の Fc
部分にタンパク質やペプチドを結合することによって免疫原性が増強することが報告されている
（50）。また TGN1412 の PhaseⅠ臨床試験で見られた重大な副作用の原因の一つとして、抗体の
Fc 部分と Fcγ受容体の相互作用が考えられている（51）。このように Fc 領域によってもたらされ
るエフェクター機能は抗体医薬の作用機序に非常に大きな役割を持つ一方で、安全性にも非常に
重要な意味を持つ。このように中和抗体やアゴニスト抗体、アンタゴニスト抗体を目的とした抗
体医薬品においてはその作用機序から ADCCやCDC等のエフェクター機能に重要な Fcγ受容体
への結合は不必要であり、副作用の点から考えると Fcγ受容体への結合はむしろ好ましくない可
能性も考えられる。エフェクター機能を低減および排除するには IgG2、IgG4 のサブクラスでの
開発やアミノ酸改変や糖鎖工学等の技術を用いた Fc 改変体の利用が考えられる（9,47,52-56）。すで
に IgG4 サブクラスを用いた多発性硬化症治療薬のナタリズマブ（57）や IgG2 の CH1 とヒンジお
よび IgG4 の CH2 と CH3 から構成される IgG2/IgG4 ハイブリッド型の発生性夜間血色素尿症治
療薬のエクリズマブが上市されている（58,59）。このように医薬品の安全性に対する意識が高まる
中で、抗体開発において、どのような標的分子に対する抗体かによってその作用機序を考慮し、
サブクラスを選択することが重要である（9,20,33,47,48,53,60）。 
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血清中の IgGサブクラスの安定性 
 最近になり血清中での IgG サブクラスの特性および安定性についていくつかの報告がされてい
る（20）。IgG2 はジスルフィドシャッフリングによる二量体化（Fig.1-1-3）およびアイソフォーム
形成（Fig.1-1-4）によるヘテロジェネイティーの増加が挙げられる。IgG2 は血清中でヒンジのジ
スルフィド結合を解し、二量体化する（61）。この二量体化は同一および異なる IgG2 同士で起こり
うえ、結合能の変化に影響する可能性がある。また重鎖間および重鎖軽鎖のジスルフィド結合の
交換により 3 種のアイソフォームを形成する。これらのアイソフォーム間では安定性や結合活性
に違いが認められる（62-65）。 
Fig.1-1-3 IgG2 の二量体化（文献 20 より引用） 
Fig.1-1-4 IgG2 ヒンジ領域のジスルフィド結合によるアイソフォームの形成（文献 20より引用） 
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上記アイソフォーム形成の問題に関しては、分子間ジスルフィド結合に関与するシステイン
（Cys）へのアミノ酸改変により、結合活性やエフェクター機能を保持しつつアイソフォーム形
成を低減できることが報告されている（66,67）。 
IgG4は分子間ジスルフィド結合の切断によるHalf Antibody（ハーフ抗体：HL）の形成とFab Arm 
Exchange による二重特異性抗体の産生（Fig.1-1-5）が挙げられる（68-70）。IgG4 の重鎖間のジス
ルフィド結合を形成しているコアヒンジのアミノ酸配列は CPSCP であり、IgG1 等の CPPCP と
異なる（Fig.1-1-2 参照）。この 1 アミノ酸残基の違いが、構造的に分子間ジスルフィド結合の形
成を拒み、分子内ジスルフィドを形成することで重鎖軽鎖 1 本ずつからなる Half Antibody 形成を
促進する。また異なる可変領域を持つ Half Antibody 同士が分子間ジスルフィド結合を形成するこ
とで Fab Arm Exchange が生じ二重特異性抗体が産生される（71-74）。これらの現象は予期しない
作用の誘発や薬物動態（PK）、薬物学（PD）を変化させる可能性がある。 
 
Fig.1-1-5 IgG4 のハーフ抗体産生および二重特性抗体の生成（文献 20より引用） 
 
 IgG4のコアヒンジのアミノ酸配列に位置する 228位のセリン（Ser）を IgG1型のプロリン（Pro）
にアミノ酸改変を導入した改変体『IgG4-P』では、野生型の IgG4 に比べハーフ抗体を劇的に抑
制する。また CH2 の 235 位に位置するロイシン（Leu）をグルタミン酸（Glu）にアミノ酸改変
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することでエフェクター機能を更に低減できる。この 2 つのアミノ酸改変を導入した『IgG4-PE』
は野生型に比べ安定性が高く、in vivo での半減期も延長されており、IgG4 サブクラスのフォーマ
ットのスタンダードとして臨床開発に応用されている（71,74-76）。 
このように現在 IgG2 および IgG4 のヒンジ領域等にアミノ酸改変を加えることで、問題となる
現象を抑制可能な改変体が開発されつつあり、IgG2 および IgG4 サブクラスを選択する際にはこ
れらの物性を十分に考慮し、均一性の高い分子種として開発することが求められる。 
 
抗体の安定性および製剤開発 
抗体を始めとしたタンパク質を医薬品として開発するにあたり、そのタンパク質の物性の理解、
処方開発、安定性評価は極めて重要である（21,77）。抗体のみならずタンパク質は溶液中において、
様々な化学的変性および物理的変性を受け、凝集、分解、不溶性異物の生成を通じて、活性低下
といった問題を生じやすい。化学的な変性には脱アミドや異性化（78,79）、酸化（80）、加水分解な
どが挙げられ、その速度・度合いはアミノ酸の一次配列や立体構造、溶液条件（pH、緩衝剤種、
イオン強度、添加剤種等）、環境要因（温度、光照射等）に依存すると言われている（81,82）。特
に抗体では重鎖 N 末端グルタミン酸の自発的な縮合によるピログルタミン酸化（83）、重鎖 C 末端
リジン（Lys）残基のカルボキシペプチターゼによる部分的なプロセシング（84）、メチオニン（Met）
残基の酸化（85,86）、アスパラギンの脱アミド化あるいはアスパラギン酸の異性化（87,88）がこれま
でに報告されている。グルタミン酸やアスパラギン酸の導入、リジンの欠失は、分子の等電点を
変化させ、最適化された処方条件が適用できなくなる。また保存性の高いメチオニン残基である
CH2 にある Met252 と CH3 にある Met428 の酸化によって CH2-CH3 間相互作用が弱められ、Fc
領域の構造が不安定になる（89）。このような化学的変性に加え、培養、精製、製剤化における製
造プロセスにおいては、攪拌によるせん断や擦り、表面吸着、ピストン充てんによる擦りや金属
との接触など様々な物理ストレスを受けることになる（90,91）。流通や保存時においても温度変化、
光、振動、凍結などの種々のストレスを受ける可能性があり、容器からの溶出物、気泡、投与時
における希釈や点滴バックなどの素材との接触が境界ストレスとなり、会合・凝集を促進する（92）。
また抗体医薬品はインシュリンやエリスロポエチン（EPO）等の生態ホルモン系やインターフェ
ロン等のサイトカイン系のバイオ医薬品に比べ、投与量が格段に大きいことから、高濃度製剤が
必要とされている（93）。一般的にタンパク質溶液はそのタンパク質濃度が高くなるに従って、会
合・凝集化が促進される。これまでもタンパク質の凝集・会合のメカニズム解明を目指した研究
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が盛んに行われてきた。会合・凝集形成の要因になるものとして保存中に起こるタンパク質の部
分変性が挙げられる。部分変性状態にある分子種がしばしば会合したり、すでに存在する不純物
と会合体を形成したりして、凝集形成の核となり、結果としてより大きな会合凝集となる。また
温度上昇や表面吸着、振動など各種物理的ストレスが部分変性状態を導くことも多い。さらに天
然状態にあるタンパク質の可逆的自己会合がオリゴマーを形成させる場合がある。これはタンパ
ク質濃度に強く依存するほか、イオン強度や pH 等の溶液組成によって変化する。さらに抗体は
複数のドメインからなる巨大タンパク質であること、糖鎖を有し不均一性を併せ持つことから、
その分析、解釈を難しくし、今もなお多くの研究がなされている。また近年、バイオ医薬品のコ
ンフォメーション変化等による変性を通じた不活性化や会合凝集に伴う不溶性微粒子および重合
体の形成は、免疫原性の発現に関与している可能性が明らかになり、安全性の観点から重合体の
抑制がバイオ医薬品の開発において非常に重要な課題となっている（94-97）。 
上記を踏まえ抗体医薬品開発という観点からみると、製造から実薬の投与まで、抗体の安定性
を維持し、品質を保つことが極めて重要である。このためには①タンパク質の安定性に影響を及
ぼす因子を十分に理解すること、②抗体そのものの物性を十分に理解すること、③製造から保存
を考慮に入れた優れた製剤処方を開発することが必須となる。これは抗体製剤処方開発を行うに
あたり、開発初期段階での抗体のキャラクタリゼーションを十分に行うことが非常に重要である
ことを意味している。例えば、抗体がどれほどの物理化学的安定性や構造安定性を有しているの
か、またどのような劣化・変性が起こりやすいのかを把握することは、開発に耐えうる安定性
（Drugbility)を持っているかの判断になる。また様々な処方因子が抗体の安定性にどのように影響
を与えるかを把握することは劣化メカニズムの解明に繋がり、添加剤の選択という点で論理的な
処方設計をすることができるからである。 
抗体医薬品の製剤処方を構成する一般的成分は緩衝剤および pH、等張化剤、界面活性剤であり、
いずれも安定性に重要であり、それぞれを適切に選択することで最適な処方が構築される。上述
した化学的変性は処方 pH によりその速度・度合いが大きく異なることが知られており、抗体の
安定性に最も影響を及ぼすことから、処方 pH およびその緩衝能を担う緩衝剤の選択は非常に重
要である。また抗体医薬品は非経口投与（注射剤）であるため、等張に近いことが望ましく、糖、
糖ポリオール、アミノ酸および塩などが用いられている。また容器への吸着防止や凝集抑制を目
的とし、界面活性剤が添加されていることが多い。これに加え、場合によって安定化を狙った添
加剤として抗酸化剤や凝集抑制剤などの添加が挙げられる（21,98）。 
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最適な製剤処方開発には、処方成分と安定性との関連性を様々なストレス負荷条件において
種々の分析系を用いて、多面的に評価を行うことで決定することが必要である。 
 
1-3. 研究の目的と概要 
 これまで述べてきたように抗体医薬品の開発が盛んに行われ、これまでの多数を占めてきてい
た IgG1 以外のサブクラスである IgG2 および IgG4（およびその改変体）の開発が増えてきた。 
今後より良い抗体医薬品の開発には、作用機序を十分に考慮しエフェクター機能の必要性から適
切なサブクラスを選択することが重要であるが、サブクラスチェンジが薬物動態や物性・安定性
に大きく影響を与える可能性があり、その選択は極めて慎重に行う必要があると言える。 
これまでに個々の抗体およびサブクラスについての物性に関する報告はされているものの、同
じ可変領域を持つサブクラス間で比較検討した例は少ない。例えば、個々のサブクラスの物性に
関して IgG1 のヒンジ領域での切断（99）、IgG2 の二量体化（dimerization）（61）、ジスルフィドシ
ャッフリングによるアイソフォーム形成（62-64）、IgG4 の酸性暴露による不安定化（100）、ハーフ
抗体の生成（68-70）などが報告されている。また同じ可変領域を持つ抗体でのサブクラス間での比
較では、Franey 等により、中性領域での保存時に IgG2 が IgG1 に比べ凝集・重合形成しやすい
ことが報告されている（101）。しかしながら IgG4 を含めた報告はなく、製造の立場から精製や保
存時の劣化挙動を始めとした物性の違いは十分に明らかにされていないのが現状である。 
 そこで本研究では同じ可変領域を持つ抗体においてサブクラスチェンジが抗体の物性に及ぼす
影響を評価することを目的とし研究を行った。4 つの異なる可変領域を持つ抗体（Mab-A（ヒト
抗体）、Mab-B（ヒト抗体）、Mab-C（キメラ抗体）、Mab-D（ヒト化抗体））をモデルにそれ
ぞれの抗体について IgG1、IgG2、IgG4 のサブクラスを有する抗体を調製し、その物性を比較し
た。 
 第 2 章では抗体各サブクラスの保存安定性評価についてまとめた。具体的にはサイズ排除クロ
マトグラフィー（SEC）およびドデシル硫酸ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）を
用いて、熱ストレスによる会合・凝集形成による重合体および分解物の評価を行い、サブクラス
間での劣化傾向の違いを比較した。 
 第 3 章では抗体各サブクラスの構造安定性についてまとめた。具体的には示差走査型熱量測定
（DSC）によるドメイン構造変化、遠紫外円偏光性スペクトル（CD）による二次構造の変化、示
差走査型蛍光測定（DSF）による疎水表面の露出の評価を行い、サブクラス間での構造安定性の
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違いを比較した。 
 第 4 章では以上を総括した。
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第 2 章 抗体各サブクラスの保存安定性評価 
 
2-1. 緒言 
 抗体医薬品の開発において第 1 章で凝集・会合による重合体抑制の重要性について前述した。
これまでにさまざまな抗体に対して特定のストレスによる重合体形成やそのメカニズム解明につ
いて多く報告されている（1-13）。しかしながら同じ可変領域を持つ抗体においてサブクラス間でそ
の安定性を評価し、サブクラスが異なることによる安定性の類似点および相違点の評価を行った
例は少ない。そこで本章では、IgG のサブクラスの違いによる熱ストレスに対する重合体および
分解物の保存安定性への影響を評価した。なお、サブクラス間の違いをより明確にするために、
物性に最も影響を与えることが知られている pH の幅を 4.0 から 7.0 とし評価した。検討には可変
領域に共通のアミノ酸配列を有し、定常領域がそれぞれのサブクラスに対応する抗体を用いた。
また可変領域の配列も 4 種類（そのうち 2 種がヒト抗体、1 種がキメラ抗体、1 種がヒト化抗体）
用意し、可変領域の影響も考察した。 
 
2-2. 実験方法 
2-2-1 使用抗体 
 本研究において使用した抗体は全て協和発酵キリン株式会社によってチャイニーズハムスター
卵巣細胞（CHO）を用いて発現させ、その培養液を回収後、Protein A 親和性クロマトグラフィ
ー等を使用して精製を行った。             Table 2-1-1  使用抗体一覧 
本研究で用いた抗体を Table 2-1-1 に示した。
アルファベットAからDはそれぞれ抗原を示
している。Mab-A G1 は抗原 A に対する IgG1
抗体を表している。Mab-A、Mab-B はヒト抗
体、Mab-C はキメラ抗体、Mab-D はヒト化抗
体を用いた。IgG2 においては Mab-A および
Mab-B は野生型、Mab-C および Mab-D の
IgG2 はエフェクター機能低減を目的とした
Mab Subclass type pI
Mab-A G1 IgG1 8.91
Mab-A G2 IgG2 8.58
Mab-A G4PE IgG4PE 8.10
Mab-B G1 IgG1 8.91
Mab-B G2 IgG2 8.54
Mab-B G4PE IgG4PE 8.05
Mab-C G1 IgG1 9.34
Mab-C G2AAAS IgG2AAAS 8.92
Mab-C G4 IgG4 8.65
Mab-C G4PE IgG4PE 8.49
Mab-D G1 IgG1 8.91
Mab-D G2AAAS IgG2AAAS 8.06
Mab-D G4 IgG4 7.49
Mab-D G4PE IgG4PE 7.30
human
mouse-
human
chimera
humanized
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改変体 IgG2AAAS（V234A、G237A、P331S）を用いた。また IgG4 においては全ての抗体でハ
ーフ抗体産生抑制および ADCC 活性低減を目的とした改変体 IgG4PE（S228P、L235E）をスタ
ンダードとし、Mab-C および Mab-D では野生型も比較した。また Mab-A から Mab-D の全ての
抗体の軽鎖はκ鎖を用いた。 
 
2-2-2. 検体調製 
検討に用いた抗体は NAP-25 カラム（GE ヘルスケア バイオサイエンス株式会社）を用い、
バッファー交換を行い、所定の製剤処方とした。今回用いた製剤処方は 10mM グルタミン酸ナト
リウム、262 mM D-ソルビトール、0.05 mg/mL ポリソルベート 80、pH4.0、5.0、5.5、6.0、7.0
である。吸光度を測定することにより、抗体濃度を算出し、全ての検体で抗体濃度を 5 mg/mL に
調整した。処方溶液中に含まれる溶質および注射用水は全て日本薬局方（JP）などの公定書、United 
States Pharmacopeia/National Formulary（USP）、European Pharmacopeia（EP）のいずれか、
あるいはその複数に準拠したものを使用した。このように調製した検体を 0.2μm pore の無菌ろ
過膜（PVDF 膜；ミリポア株式会社）を用い、無菌用溶液とした。本溶液を 5mL 容ガラスバイア
ル（不二硝子株会社）に 1mL ずつ無菌的に充てん、フッ素樹脂でラミネートされたゴム栓をし、
アルミキャップ（石田プレス工業株株式界）で巻き締め、密封したものを試験に供した。 
 
2-2-3. 熱ストレスによる保存 
 調製した検体を紙製の白箱に詰め、正置状態（バイアルのゴム栓が上になる条件）で 25℃ある
いは 40℃に調節されたインキュベータ内に保存した。インキュベータ内で 1 箇月あるいは 3 箇月
保存したものを分析に供した。インキュベート期間終了後、分析までの期間は 4℃保存とした。 
 
2-2-4. 目視（Visiual Inspection） 
 可視性不溶性凝集体や濁りを評価するために目視試験を実施した。黒色背景、白色光源下で検
体中に含まれる不溶性凝集体の有無を判断した。判定は以下の基準で行った。 
＜判定基準＞ 
異物ランク『－』：約 5000 ルクスの明るさで観察した時、異物を認めない。 
 異物ランク『±』：約 5000 ルクスの明るさで観察した時、微小な異物と判断される少数の浮
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遊物をかすかに認める。 
 異物ランク『＋』：約 5000 ルクスの明るさで観察した時、微小な異物をと判断される少数の
浮遊物をわずかに認める。 
 異物ランク『2＋』：約 5000 ルクスの明るさで観察した時、容易に検出される異物を認めるが、
約 1000 ルクスの明るさでたやすく検出される異物を認めない。 
 異物ランク『3＋』：約 1000 ルクスの明るさで観察した時。たやすく検出される異物を認めな
い。 
 また、濁りについても黒色背景、白色光源下で検体の濁りを判断した。判定は以下の基準で行
った。 
＜判定基準＞ 
 濁りランク『－』：約 5000 ルクスの明るさで観察した時、濁りを認めない。 
 濁りランク『±』：約 5000 ルクスの明るさで観察した時、ごくわずかに濁りを認める。 
 濁りランク『＋』：約 5000 ルクスの明るさで観察した時、わずかに濁りを認める。 
 濁りランク『2＋』：約 5000 ルクスの明るさで観察した時、容易に濁りを認める。 
 濁りランク『3＋』：約 5000 ルクスの明るさで観察した時、容易に濁りを認め、約 200 ルクス
（室内散光下）で観察した時、濁りを認める。 
 
2-2-5. サイズ排除クロマトグラフィー（Size Exclusion Chromatography：SEC） 
 SEC はバイオ医薬品中のペプチド/タンパク質凝集体・会合体の定量的手法の一つである。SEC
は実験操作、試料調製が簡便な点、また再現性が高い点等の利点により最も汎用されている。分
析カラムには TSKgel G3000SWXL（30cm x 7.8 mm ID；東ソー株式会社）を分析に用いた。Mab-A、
Mab-B の分析には 1 本、Mab-C、Mab-D の分析には 2 本を直列に連結して分析した。移動相には
20mM リン酸ナトリウムおよび 500mM 塩化ナトリウムを含む溶液を pH 7.0 に調整し、0.45μm 
pore フィルターを用いてろ過し、脱気した後、使用した。たんぱく質を 20μg インジェクトし、
カラム温度は室温、流量 0.5 mL/ min、検出波長 215nm、分析時間 30 分（Mab-A,Mab-B）、60
分（Mab-C、Mab-D）で分析を行った。 
 全てのサブクラスで Mab-A、Mab-B については約 16 分、Mab-C、Mab-D については約 31.5
分に単量体（Monomer）の主ピークが認められた。主ピークより保持時間が短いものを可溶性重
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合体（HMWS）、長いものを分解物（LMWS）とした。 
 
2-2-6. ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動（Sodium Dodecyl Sulfate 
Poly-Acrylamide Gel Electrophoreisis：SDS-PAGE） 
 SDS-APGE はポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動法であり、タンパク質の分子量を推定
する手法の一つである。また還元、非還元条件で評価することで重合体の共有結合の有無、分解
物、クリッピングなどの分子サイズの変化を検出できる。 
 Mab-A および Mab-B の泳動に用いる検体は以下の手順に従い処理を行った。 
非還元条件の検体は、0.2 mg/mL に調製した検体を SDS 含有処理液（トリス SDS サンプル処
理液：コスモ・バイオ株式会社）と等量混合したものを泳動に供した。還元条件の検体は 0.2 mg/mL 
に調製した検体に SDS とβ-メルカプトエタノールを含む処理液（トリス SDS-βMe サンプル処
理液：コスモ・バイオ株式会社）と等量混合し、65℃で 15 分間加熱処理することによって還元
反応を促進したものを泳動に供した。SDS-PAGE ゲルにはマルチゲルⅡミニ 4/20（コスモ・バイ
オ株式会社）を用いた。タンパク質量として 5μg をアプライし、Tris/Glycine/SDS 緩衝液（コ
スモ・バイオ株式会社）中で、ゲル 1 枚あたり 20mA 定電流で泳動した。染色には 2D-銀染色試
薬Ⅱ（コスモ･バイオ株式会社）を用いた。 
 また Mab-C および Mab-D の泳動に用いる検体は以下の手順に従い処理を行った。 
 非還元条件の検体は、1.0 mg/mL および 0.1 mg/mL に調製した検体 5μL を 25μL の SDS 含有
処理液（Novex Tris-Glycine SDS Running Buffer（2x）：Invitrogen 社）、20μL のミリ Q 水と混
合した。還元条件の検体には 1.0 mg/mL および 0.1 mg/mL に調製した検体 5μL を 25μL の SDS
含有処理液（Novex Tris-Glycine SDS Running Buffer（2x）：Invitrogen 社）、5μL の還元試薬
（NuPAGE Sample Reducing Agent（10x）：Invitrogen 社）、15μL のミリ Q 水と混合した。こ
れら混合溶液を 65℃で 15 分間加熱処理したものを泳動に供した。SDS-PAGE ゲルには NuPAGE 
8-16% Tris-Glycine Gel 1.0mm 15well（Invitrogen 社）を用いた。1 ウェルあたりタンパク量とし
ては 1μg および 0.1μg をアプライし、Novex Tris-Glycine SDS Running Buffer（Invitrogen 社）
中で、125V 定電圧で泳動した。染色には 2D-銀染色試薬Ⅱ（コスモ･バイオ株式会社）を用いた。 
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2-2-7 レーザー励起蛍光検出キャピラリーゲル電気泳動（Capillary electrophoreisis-Sodium 
Dodecyl Sulfate with Laser-Induced Fluorescence Detection：CE-SDS-LIF） 
 CE-SDS-LIF はタンパク質の純度測定に用いられる手法の一つであり、高い定量性が特徴であ
る（24）。IgG4 のハーフ抗体の定量を目的とし、CE-SDS-LIF を実施した。測定にはベックマン社
製のキャピラリー電気泳動システム  Proteome Lab PA800 を用いて分析した。抗体濃度を
1mg/mL に希釈後、NAP-5 カラムにより 0.1 mol/L 重炭酸ナトリウム（pH8.3）にバッファー交
換し、5-carboxytetramethylrhodamine succinimidyl ester（5-TAMRA-SE）にて蛍光標識を行い、
再度 NAP-5 カラムにより、85 mmol/L クエン酸-リン酸緩衝液（pH6.5）にバッファー交換を行っ
た。その後、非還元条件下で SDS 処理を行い、泳動に供した。サンプルをキャピラリー電気泳動
で分離し、レーザー励起蛍光検出にて検出を行った。 
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2-3 結果および考察 
2-3-1 目視（Visual Inspection） 
 
 目視試験における不溶性凝集体（異物）および濁りの結果を Table2-3-1,2,3,4 に示した。目視
試験により不溶性凝集体として認識される大きさは 50～100μm であると言われている（14）。 
 
Mab-A 
IgG4PE pH7 の 40℃3 箇月保存検体（40℃3M：M は Month）で異物ランクが『＋』を示した以
外は概ね、全ての検体で異物ランクは『±』であり、各検体 Initial から経時的に大きな差は認め
られなかった。また濁りについて比較すると、Initial 時、IgG1 および IgG2 のほとんどの検体が濁
りランク『±』に対し、IgG4PE では pH5.0 および pH6.0 検体で『＋』、pH7.0 検体で『2＋』と
pH の増加に伴い濁りが濃くなる傾向が認められた。これらの濁りは Initial より熱ストレスによる
経時的な変化は認められなかった。 
 
Mab-B 
Initial 時、各サブクラスで pH 増加に伴い、わずかに異物量が増加する傾向が認められ、その傾
向は IgG4PE で顕著であった。熱ストレスによる経時的な増加は各サブクラス高 pH 側で顕著で
あり、pH7.0・40℃1M 検体では異物ランクが IgG1 および IgG2 では『2＋』、IgG4PE では『3
＋』と比較的大きな不溶性凝集体が確認された。また pH6.0 検体において IgG1 および IgG2 では
Initial より大きな変化は認められなかったのに対し、IgG4PE では 25℃および 40℃保存検体で異
物ランク『2＋』に増加しており、IgG4PE で幅広い pH で異物が生じやすい傾向が示唆された。
濁りは Mab-A 同様、Initial から IgG1 および IgG2 に比べ、IgG4PE の pH7.0 検体で濁りが濃い傾
向が認められた。 
 
Mab-C 
Initial 時は全ての検体で異物ランクが『±』であり、検体間で差はなかった。熱ストレスによる
経時的な増加は各サブクラス高 pH 側で顕著であり、pH7.0・40℃3M 検体では異物ランクが IgG1
では『2＋』、IgG2AAAS および IgG4 では『＋』、IgG4PE では『3＋』と比較的大きな不溶性凝
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集体が確認された。濁りに関しては各サブクラスとも pH の増加と共に濁りが濃くなる傾向が認
められた。また Initial から熱ストレスにより経時的に若干濁りが濃くなり、その傾向は IgG1 に比
べて IgG2AAAS、IgG4 および IgG4PE で大きかった。 
 
Mab-D 
Initial 時は全ての検体で異物ランクが『±』であり、検体間で差はなかった。熱ストレスにより
経時的に異物ランクの増加が認められ、各サブクラスとも pH の増加に伴い顕著であった。また
各サブクラスの 25℃1M 高 pH 検体で『2＋』から『3＋』の不溶性凝集体が確認されるなど、4
つの抗体の中で最も不溶性凝集体を形成しやすかった。SEC 分析の項で詳細については後述する
が、Mab-D は Initial 時から可溶性重合体（HMWS）の割合が他の抗体に比べ多かった。これら可
溶性重合体の一部が凝集核となり不溶性凝集体の形成を促進した可能性が考えられる。濁りに関
しては Mab-C 同様、各サブクラスとも pH の増加と共に濁りが濃くなる傾向が認められた。また
Initial から熱ストレスにより経時的に若干に濁りが濃くなり、その傾向は IgG1 に比べて
IgG2AAAS、IgG4 および IgG4PE で大きかった。 
 
4 つの抗体の結果を比較すると、熱ストレスにより高 pH 側で不溶性凝集体を形成しやすく、濁
りが濃くなる共通の傾向が認められた。また、IgG4 および IgG4PE は IgG1 に比べ広範囲の pH
で不溶性凝集体を形成しやすいことも示唆された。これらは colloidal stability と大きく関与して
いると考えられる。一般的にタンパク質溶液は等電点 pI 付近ではネットチャージが小さくなり、
分子間相互作用が増し凝集・会合しやすくなる。各サブクラスの pIはおよそ 8.0～9.0 の範囲にあ
り、IgG4＜IgG2＜IgG1 の序列であった。このため pH7.0 は抗体の pI に最も近く、抗体分子表面
のネットチャージが弱く、全ての抗体で凝集しやすく、pI からの幅（絶対値）が最も小さい IgG4
で顕著であった。逆に pH4.0 ではネットチャージが高く、抗体分子間で反発が優位に働くことで
溶解度が増加し、不溶性凝集が抑制されたと考えられる。しかしながらその異物レベル、その度
合いは抗体によって大きく異なっていた。これは可変領域の影響を大きく受けており、おそらく
表面に露出しているアミノ酸の疎水性などに起因し、個々の抗体で colloidal stability が変化する
ことに大きく依存すると考えられる。 
 近年、バイオ医薬品に含まれる不溶性凝集体が生体の免疫反応を惹起し、アナフィラキシーな
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どの副作用を発症させる可能性についてや不溶性微粒子（特に Subvisible particle）についての考
え方について、Carpenter JF 等を始めとした各製薬企業の製剤処方研究者が報告している（15, 16）。
今回の目視結果のように、サブクラスの違いが不溶性凝集体の形成しやすさに影響を与える可能
性が示唆され、不溶性凝集体を形成しやすい IgG4 のサブクラスを用いた医薬品開発には十分なケ
アが必要である。 
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Table.2-3-1 Mab-A の目視結果 A）不溶性微粒子（異物）、B）濁り 
  A）                               B） 
Subclass pH Initial 25℃1M 25℃3M 40℃1M 40℃3M
4.0 － ± ± ± ±
5.0 － ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 ± ± ± ± ±
4.0 － ± ± ± ±
5.0 － ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 ± ± ± ± ±
4.0 － ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 ± ± ± ± ＋
IgG1 
IgG2
IgG4PE 
Subclass pH Initial 25℃1M 25℃3M 40℃1M 40℃3M
4.0 濃－ ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 ＋ ＋ 濃± ＋ ＋
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 ＋ ＋ 濃± ＋ ＋
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± 濃± ± ±
5.5 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
6.0 濃＋ 濃＋ 濃＋ 濃＋ 2＋
7.0 2＋ 濃2＋ 濃2＋ 濃2＋ 濃2＋
IgG1 
IgG2
IgG4PE 
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Table.2-3-2 Mab-B の目視結果 A）不溶性凝集体（異物）、B）濁り 
A)                                B）
Subclass pH Initial 25℃1M 25℃3M 40℃1M 40℃3M
4.0 － ± ± ± ±
5.0 － ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 － ± 2＋ 3＋ 3＋
4.0 － ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 ± 3＋ 2＋ 3＋ 3＋
4.0 － ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 － 3＋ 2＋ 3＋ ＋
7.0 － 3＋ 2＋ 3＋ 3＋
IgG1 
IgG2
IgG4PE 
Subclass pH Initial 25℃1M 25℃3M 40℃1M 40℃3M
4.0 － － ± － －
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 ± ± ± ± ＋
4.0 － － ± － ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 ± ± ± ± ±
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ±
7.0 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
IgG2
IgG4PE 
IgG1 
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Table.2-3-3 Mab-C の目視結果 A）不溶性凝集体（異物）、B）濁り 
A）                                B）
Subclass pH Initial 25℃1M 25℃3M 40℃1M 40℃3M
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ＋ ± ± ±
6.0 ± ＋ ＋ ＋ ＋
7.0 ± ＋ ＋ ＋ 2＋
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ＋ ＋ ＋ ±
7.0 ± ＋ ± ＋ ＋
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ＋ ＋ ± ±
6.0 ± ＋ ＋ ＋ ±
7.0 ± ＋ ＋ ＋ ＋
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± ± ± ＋
7.0 ± ± ＋ ＋ 2＋
IgG4PE 
IgG4 
IgG1 
IgG2
AAAS
Subclass pH Initial 25℃1M 25℃3M 40℃1M 40℃3M
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± ± ± ±
5.5 ± ± ± ± ±
6.0 ± ± 濃± ± 濃±
7.0 濃± 濃± 濃± 濃± 濃±
4.0 ± 濃± 濃± 濃± 濃±
5.0 ± 濃± 濃± 濃± 濃±
5.5 ± 濃± 濃± 濃± 濃±
6.0 ± 濃± 濃± 濃± 濃±
7.0 濃± 濃± 濃± 濃± 濃±
4.0 ± ± ± 濃± 濃±
5.0 ± ± ± 濃± 濃±
5.5 ± ± 濃± 濃± 濃±
6.0 ± 濃± 濃± 濃± 濃±
7.0 濃± 濃± 濃± 濃± 濃±
4.0 ± ± ± 濃± 濃±
5.0 ± ± ± 濃± 濃±
5.5 ± ± 濃± 濃± 濃±
6.0 ± 濃± 濃± 濃± 濃±
7.0 濃± 濃± 濃± 濃± 濃±
IgG4PE 
IgG4 
IgG1 
IgG2
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Table.2-3-4 Mab-D の目視結果 A）不溶性凝集体（異物）、B）濁り 
 A）                               B） 
 
Subclass pH Initial 25℃1M 25℃3M 40℃1M 40℃3M
4.0 ± 濃± 濃± 濃± 濃±
5.0 ± 濃± 濃± 濃± 濃±
5.5 ± 濃± ＋ 濃± ＋
6.0 ± 濃± ＋ 濃± ＋
7.0 ± 濃± 濃＋ 濃± ＋
4.0 ± 濃± 濃± 濃± 濃±
5.0 ± 濃± ＋ 濃± ＋
5.5 ± 濃± ＋ 濃± ＋
6.0 ± 濃± ＋ 濃± ＋
7.0 ± 濃± ＋ 濃± ＋
4.0 濃± 濃± 濃± 濃± 濃±
5.0 濃± 濃± ＋ 濃± 濃±
5.5 濃± 濃± ＋ 濃± ＋
6.0 濃± 濃± ＋ 濃± ＋
7.0 ＋ ＋ 濃＋ ＋ 濃＋
4.0 濃± 濃± 濃± 濃± 濃±
5.0 濃± 濃± ＋ 濃± 濃±
5.5 濃± 濃± ＋ 濃± ＋
6.0 濃± 濃± ＋ 濃± ＋
7.0 ＋ ＋ 濃＋ ＋ 濃＋
IgG1 
IgG2
IgG4 
IgG4PE 
Subclass pH Initial 25℃1M 25℃3M 40℃1M 40℃3M
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± ＋ ± ＋
5.5 ± ± 3＋ ± 2＋
6.0 ± 2＋ 3＋ 3＋ 2＋
7.0 ± 2＋ 3＋ 3＋ 3＋
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ＋ 2＋ ＋ ＋
5.5 ± 3＋ 2＋ 2＋ 2＋
6.0 ± 3＋ 3＋ 2＋ 3＋
7.0 ± 3＋ 3＋ 3＋ 3＋
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± 2＋ ± 2＋
5.5 ± 3＋ 3＋ 3＋ 3＋
6.0 ± 3＋ 3＋ 2＋ 3＋
7.0 ± 3＋ 3＋ 3＋ 3＋
4.0 ± ± ± ± ±
5.0 ± ± 2＋ ± 2＋
5.5 ± 3＋ 3＋ 3＋ 3＋
6.0 ± 3＋ 3＋ 2＋ 3＋
7.0 ± 3＋ 3＋ 3＋ 3＋
IgG1 
IgG2
AAAS
IgG4 
IgG4PE 
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2-3-2 SEC（HMWS ＆ LMWS） 
 
Mab-A 
 各サブクラスで熱ストレスにより増加する分子種および増加量に違いが認められた。IgG1、
IgG2 において約 13 分のピーク（dimer）は pH 増加に伴い増加傾向が認められ、pH7.0 で顕著で
あった。IgG4PE は pH5.0 から 7.0 の領域で IgG1、IgG2 同様に pH 増加に伴い増加傾向が認めら
れたが、pH4.0 でも顕著な増加が認められた。また 13 分のピーク（dimer）より大きい分子量ピ
ークの増加が IgG4で顕著であった。特に約 11分のボイドピーク増加は IgG4で顕著であり、IgG1、
IgG2 は pH7.0 のみで確認されたが、IgG4 では pH5.0 から 7.0 で認められ、IgG4 は IgG1、IgG2
に比べ分子量の大きい可溶性重合体を形成しやすいことが示唆された。また、IgG1 では主ピーク
直後の 17 分および 19 分にピークが認められ、特に pH4.0 で増加が顕著であり、IgG2 および
IgG4PE に比べ分解されやすいことが示唆された。Fig.2-3-2-1～2-3-2-4 に 40℃3M 検体および各
サブクラスの SEC クロマトグラムの変化、Fig.2-3-2-5 に重合体量（HMWS）および分解物量
（LMWS）を示し、サブクラスごとに各 pH の詳細を以下にまとめる。 
【IgG1】 
 分析開始時（Initial）、全ての pH でほぼ同じクロマトグラムを示し、重合体量は約 0.5%、分解
物は約 0.8%であった。 
各分析ポイントにおいて重合体量（HMWS）を比較すると、全ての pH で経時的かつ温度依存
的な増加が認められ、pH 増加に伴い重合体量が増加する傾向が認められた。クロマトグラムの変
化としては、約 13 分のピーク（おそらく dimer と推定される）の増加が確認され、特に pH7.0
で顕著であった。また pH7.0 では約 11 分のボイドピークの増加も確認され、高 pH 領域の 40℃
保存では、かなり分子量の大きい可溶性重合体の増加が示唆された。 
 分解物（LMWS）はメインピーク直後である 17 分のピークおよび約 19 分のピークが全ての pH
で経時的な増加が確認された。特に pH4 で顕著であり、40℃1 箇月（40℃1M）では約 5％、40℃
3 箇月（40℃3M）では約 13％の増加が確認され、他のサブクラスには認められない傾向であった。
その増加量において pH の傾向は pH4＞＞pH5＞pH5.5≒pH6.0＜pH7.0 であり、pH6.0 付近で最小
であった。 
【IgG2】 
 分析開始時（Initial）、全ての pH でほぼ同じクロマトグラムを示し、重合体量は約 1%、分解
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物は約 0.7%であった。 
各分析ポイントにおいて重合体量（HMWS）を比較すると、全ての pH で経時的かつ温度依存
的な増加が認められ、pH 増加に伴い重合体量が増加する傾向が認められた。特に pH7 において
顕著であり、クロマトグラムの変化としては、約 13 分のピーク（おそらく dimer と推定される）
の増加が確認された。また約 11 分のボイドピークの増加も確認され、高 pH 領域の 40℃保存で
は、かなり分子量の大きい可溶性重合体の増加が示唆された。 
 分解物量（LMWS）を比較すると、全ての pH で経時的かつ温度依存的な増加が認められた。
クロマトグラムの変化は経時的にメインピーク直後のショルダーピークがよりブロードになり、
また約 19 分にピークの増加が確認された。その増加量において pH の傾向は pH4＞＞
pH5≧pH5.5≒pH6.0＜pH7.0 であり、pH6.0 付近で最小であった。 
【IgG4PE】 
分析開始時（Initial）、ほぼ同じクロマトグラムを示したが、重合体量は約 4～5.5%と pH 依存
的に高くなる傾向を示し、分解物は pH 間で差はなく約 0.4%であった。 
各分析ポイントにおいて重合体量（HMWS）を比較すると、全ての pH で経時的かつ温度依存
的な増加が認められ、pH5.0～7.0 の領域では pH 増加に伴い重合体量が増加する傾向が認められ
た。また IgG1、IgG2 の傾向とは異なり、pH4 でも重合体の増加が顕著に認められ、その増加量
における pH の傾向は pH4＞＞pH5.0＜pH5.5＜pH6.0＜pH7.0 であった。クロマトグラムの変化
としては、約 13 分のピーク（おそらく dimer と推定される）の増加が確認された。また dimer
よりも大きい分子ピークおよび約 11 分のボイドピークの増加が、IgG1 や IgG2 で認められなか
った pH5.0～6.0 でも顕著であった。また IgG1、IgG2 においては 25℃保存検体では Initial から大
きな変化は認められなかったのに対し、IgG4 では経時的に増加が確認された。これらのことを考
慮すると IgG4 は同じ条件下でも IgG1 や IgG2 に比べ非常に凝集しやすい傾向を有していること
が示唆された。 
分解物量（LMWS）を比較すると、全ての pH で経時的かつ温度依存的な増加が認められた。ク
ロマトグラムの変化は経時的にメインピーク直後のショルダーピークがよりブロードになり、ま
た約 19 分にピークの増加が確認された。その増加量において pH の傾向は pH4＞
pH5≧pH5.5≒pH6.0＜pH7.0 であり、pH6.0 付近で最小であった。 
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Mab-B 
 クロマトグラムの変化および pH に対する劣化は Mab-A と同様の傾向を示した。Fig.2-3-2-6 に
重合体量（HMWS）および分解物量（LMWS）を示し、サブクラスごとに各 pH の詳細を以下に
まとめる。 
【IgG1】 
 分析開始時（Initial）、全ての pH でほぼ同じクロマトグラムを示し、重合体量は約 2.2%、分解
物は約 1.5%であった。 
各分析ポイントにおいて重合体量（HMWS）を比較すると、pH4.0 から pH5.5 の領域では 25℃、
40℃検体共に分析開始時から大きな変化は認められなかった。pH6.0 および 7.0 では経時的かつ
温度依存的な増加が認められた。クロマトグラムの変化としては、約 13 分のピーク（おそらく
dimer と推定される）の増加が確認され、特に pH7.0 で顕著であった。また pH7.0 では約 11 分
のボイドピークの増加も確認され、高 pH 領域の 40℃保存では、かなり分子量の大きい可溶性重
合体の増加が示唆された。 
 分解物（LMWS）はメインピーク直後である 17 分のピークおよび約 19 分のピークが全ての pH
で経時的な増加が確認された。特に pH4 で顕著であり、40℃1 箇月では約 6％、40℃3 箇月では
約 15％の増加が確認され、他のサブクラスには認められない傾向であった。その増加量において
pH の傾向は pH4＞＞pH5＞pH5.5＜pH6.0≦pH7.0 であり、pH5.5 付近で最小であった。 
【IgG2】 
 分析開始時（Initial）、全ての pH でほぼ同じクロマトグラムを示し、重合体量は約 2.5%、分解
物は約 0.25%であった。 
各分析ポイントにおいて重合体量（HMWS）を比較すると、pH5.0 から pH6.0 の領域では 25℃、
40℃検体共に分析開始時から大きな変化は認められなかった。pH7.0 では経時的かつ温度依存的
な増加が認められた。40℃3M において pH4.0 の検体では若干増加する傾向が認められた。クロ
マトグラムの変化としては、約 13 分のピーク（おそらく dimer と推定される）の増加が確認され
た。また約 11 分のボイドピークの増加も確認され、高 pH 領域の 40℃保存では、かなり分子量
の大きい可溶性重合体の増加が示唆された。 
 分解物量（LMWS）を比較すると、全ての pH で経時的かつ温度依存的な増加が認められた。
クロマトグラムの変化は経時的にメインピーク直後のショルダーピークがよりブロードになり、
また約 19 分にピークの増加が確認された。その増加量において pH の傾向は pH4.0＞＞
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pH5.0≧pH5.5≒pH6.0＜pH7.0 であり、pH6.0 付近で最小であった。 
【IgG4PE】 
 分析開始時（Initial）、ほぼ同じクロマトグラムを示したが、重合体量は約 1～1.4%と pH 依
存的に高くなる傾向を示し、分解物は pH 間で差はなく約 0.5%であった。 
各分析ポイントにおいて重合体量（HMWS）を比較すると、全ての pH で経時的かつ温度依存
的な増加が認められ、pH5.0～7.0 の領域では pH 増加に伴い重合体量が増加する傾向が認められ
た。また IgG1、IgG2 の傾向とは異なり、pH4 でも重合体の増加が顕著に認められ、その増加量
における pH の傾向は pH4＞＞pH5.0＞pH5.5＜pH6.0＜pH7.0 であった。クロマトグラムの変化
としては、約 13 分のピーク（おそらく dimer と推定される）の増加が増加量の大きかった pH4.0
および pH7.0 で確認された。また dimer よりも大きい分子ピークおよび約 11 分のボイドピーク
の増加が、IgG1 や IgG2 で認められなかった pH5.0～6.0 でも顕著であり、IgG4 は同じ条件下で
も IgG1 や IgG2 に比べ非常に凝集しやすい傾向を有していることが示唆された。 
分解物量（LMWS）を比較すると、全ての pH で経時的かつ温度依存的な増加が認められた。ク
ロマトグラムの変化は経時的にメインピーク直後のショルダーピークがよりブロードになり、ま
た約 19 分にピークの増加が確認された。その増加量において pH の傾向は pH4.0＞
pH5.0≧pH5.5≒pH6.0＜pH7.0 であり、pH6.0 付近で最小であった 
 
50℃2 週間（50℃2W）の熱ストレスによる保存安定性 
Mab-A および Mab-B の各サブクラスについて、40℃1 箇月より苛酷な 50℃2 週間（50℃2W）
の熱ストレスを負荷し、SEC により抗体の分子サイズの変化を評価した。検体に用いた処方は基
本処方（10mM グルタミン酸ナトリウム、262mM D-ソルビトール、0.05mg/mL ポリソルベート
80、pH5.5）である。Fig.2-3-2-7 に Mab-A の 50℃2W 検体の SEC クロマトグラムの変化を示し
た。 
クロマトグラムの比較をすると熱ストレスを負荷した 50℃2W 検体で大きく重合体の増加が確
認されたが、それぞれサブクラスで増加する分子種が異なることがわかった。IgG1 は dimer ピー
クとメインピークの間のピーク、IgG2 はボイドピークから dimer ピークにかけてのピーク、
IgG4PEは圧倒的なボイドピークの増加が認められた。その増加量は IgG1で0.5%、IgG2で1.8%、
IgG4PE で 17%であり、IgG4PE で顕著であった。 
 Mab-B でも同様の結果を示し、重合体量の増加は IgG1 で 0.3%、IgG2 で 0.2%、IgG4PE で 7.0%
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であった。2 つの抗体で増加量に違いは認められたが、IgG4PE が IgG1 や IgG2 に比較して熱ス
トレスによる重合体を形成しやすい傾向は、同じであった。この結果よりこれらの傾向はサブク
ラスに起因する物性であり、IgG4PE は IgG1、IgG2 に比べて重合体形成しやすいことが示唆され
た。 
 
Mab-C 
 クロマトグラムの変化およびpHに対する劣化において細かい違いは認められたが、概ねMab-A
および Mab-B と同様の傾向を示した。Fig.2-3-2-8～2-3-2-11 に各サブクラスの SEC クロマトグ
ラムの変化、Fig.2-3-2-12 に重合体量（HMWS）および分解物量（LMWS）を示し、サブクラス
ごとに各 pH の詳細を以下にまとめる。 
【IgG1】 
HMWS 
 25℃保存検体では各 pH ともに保存開始からほとんど増加は認められなかった。40℃保存検体
では、わずかな量であるが pH 増加に伴いボイド付近約 22 分にピークの増加が認められ、高分子
量の可溶性重合体の増加が示唆された。この増加は pH が高くなるにつれて、その増加量は大き
くなる傾向が認められた。また pH4、40℃保存検体においてはモノマーピークが高分子量側にわ
ずかながらブロードになる傾向が認められた。各分析ポイントにおいて全体の重合体量（HMWS）
を比較すると、僅かであるが pH 増加に伴い重合体量が増加する傾向が認められた。 
LMWS 
25℃、40℃保存検体共に、保存開始から約 33.5 分、39 分に LMWS のピークの経時的かつ温度
依存的な増加が認められた。その傾向は pH4.0 で顕著であり、40℃1 箇月検体で約 5%、40℃3
箇月検体で約 15％の増加が認められた。これらピークはそれぞれ、desFab および Fab 断片と推
察され、その増加量において pH の傾向は pH4.0＞＞pH5.0＞pH5.5＞pH6.0≦pH7.0 と低 pH 領域
で顕著であり、pH6.0 付近で最小であった。 
【IgG2AAAS】 
HMWS 
 IgG1 同様、25℃保存検体では各 pH ともに保存開始からほとんど増加は認められなかった。
pH4.0、40℃保存検体では約 27 分のピークを中心に HMWS の経時的な増加が認められた。これ
らHMWSはpH4.0で顕著な増加を示したが、pHが高くなるにつれて低下傾向を示した。また IgG1
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同様、40℃保存検体で pH 増加に伴い約 22 分にピークの増加が認められ、高 pH ほど増加が多い
傾向が認められた。しかもこの増加量は IgG1 に比較して大きかった。 
LMWS 
25℃保存検体では各 pH 共に保存開始から増加は認められなかった。40℃保存検体では各 pH
ともにモノマーピークの低分子量側がブロードになり約 33 分から 40 分にかけて低分子劣化物と
推察されるピークが確認された。その傾向は pH4.0＞＞pH5.0≧pH5.5≧pH6.0≧pH7.0 で pH4.0 で
最も強く、pH が高くなるにつれて減少傾向を示した。 
【IgG4】 
HMWS 
 25℃保存検体では各 pH 共に他のサブクラス同様、保存開始からほとんど増加は認められなか
った。40℃保存検体では約 26、27、28.5 分にピークを持つ HMWS の増加が認められ、pH によ
って増加するピーク種に違いが認められた。特に pH4.0 は全ての検体の中で最も増加量が大きく、
40℃1 箇月検体で約 2.0%、40℃3 箇月検体で約 11％の増加が認められた。また IgG1、IgG2AAAS
同様、約 22 分にピークの増加が認められ、高 pH ほど増加が多い傾向が認められた。このピーク
の増加量は IgG1 と同レベルであった。40℃3 箇月検体の HMWS 増加量を他のサブクラスと比較
すると、IgG1 や IgG2AAAS に比べ IgG4 の HMWS 増加量が最も大きい傾向が認められた。 
LMWS 
25℃保存検体では pH5.0 から 7.0 の検体については保存開始からほとんど増加は認められなか
った。40℃保存検体では各 pH 共に約 34、38.5 分にピークを持つ LMWS の経時的な増加が認め
られた。その増加量は pH4.0 で 40℃1 箇月検体では約 3.3%、40℃3 箇月検体では約 6.9%と顕著
であり、pH 増加に伴い減少する傾向を示した。また pH4.0 検体では上記 33.7 分付近のピークが
複雑に別れる傾向が認められ、他の pH とは異なる分解が生じていることが示唆された。 
【IgG4PE】 
HMWS 
25℃保存検体では各 pH 共に他のサブクラス同様、保存開始からほとんど増加は認められなか
った。40℃保存検体では約 26、27、28.5 分にピークを持つ HMWS の増加が認められ、pH によ
って増加するピーク種に違いが認められた。特に pH4.0 は全ての検体の中で最も増加量が大きく、
40℃1箇月検体で約 1.7%、40℃3箇月検体で約 11％の増加が認められた。また IgG1、IgG2AAAS、
IgG4 同様、約 22 分にピークの増加が認められ、高 pH ほど増加が多い傾向が認められた。IgG4
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同様、このピークの増加量は IgG1 と同レベルであった。各 pH に対するトレンド、重合体増加量
ともに IgG4 と同様の傾向を示した。 
LMWS 
25℃保存検体では pH4.0 から 7.0 の検体については保存開始からほとんど増加は認められなか
った。IgG4 では pH4.0 で経時的な増加が認められたが、IgG4PE では抑制されていた。40℃保存
検体では各 pH 共に約 34、38.5 分にピークを持つ LMWS の経時的な増加が認められた。その増
加量は pH4.0 で 40℃1 箇月検体では約 0.7%、40℃3 箇月検体では約 2.0%と大きく、pH 増加に
伴い減少する傾向を示した。pH に対する LMWS の増加量は IgG4 と同様の傾向を示したが、そ
の増加量は IgG4 と比較して少なかった。 
 
Mab-D 
Fig.2-3-2-13 に重合体量（HMWS）および分解物量（LMWS）を示し、サブクラスごとに各 pH
の詳細を以下にまとめる。分析開始時（Initial, T=0）、IgG1 で約 6.5%、IgG2AAAS で約 10%、
IgG4 および IgG4PE で約 4％の重合体が存在しており、Mab-C の初期重合体量（全てのサブクラ
スで約 2%）に比べて多かった。Mab-D の形成している重合体が実施した精製プロセスで十分に
除去できなかったためと推察される。また保存検体の分析を行ったところ、IgG1、IgG2AAAS に
おいて 40℃検体で重合体量が初期重合体量より低下する傾向が認められた。25℃でも 3 箇月検体
で初期重合体量より低下が認められた。そのため初期値からの増加量を比較することでは正確な
増加傾向は判断できない可能性が高い。そのため、pH の傾向を捕らえるために同ポイントでの傾
向も記した。 
【IgG1】 
HMWS 
 分析開始時（Initial, T=0）の重合体量は pH4.0～6.0 で約 6.5%、pH7.0 で 7.4%と pH7 のみ他の
pH と比較して高かった。 重合体ピークはボイド付近の約 22 分から 29.5 分まで広く認められ、
かなり多くの分子種が存在した。ボイド付近の高分子量の可溶性重合体は分析開始時から pH 増
加に伴い含有量が多い傾向が認められた。また pH4.0 および pH5.0 の弱酸性領域で 22～25 分の
重合体量が経時的に減少する傾向が認められた。26～28 分のピークは（trimer, dimer と推察され
る）全ての pH で Initial から大きな変化は認められなかった。また pH4.0、40℃保存検体において
はモノマーピークが高分子量側にわずかながらブロードになる傾向が認められた。 
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各分析ポイントにおいて全体の重合体量（HMWS）を比較すると、pH 増加に伴い重合体量が増
加する傾向が認められ、pH4.0＜pH5.0＜pH5.5＜pH6.0＜pH7.0 であった。 
LMWS 
25℃、40℃保存検体共に、保存開始から約 33.5 分、38.5 分に LMWS のピークの経時的かつ温
度依存的な増加が認められた。その傾向は pH4.0 で顕著であり、25℃1 箇月で約 1%、25℃3 箇
月で約 2%、40℃1 箇月検体で約 5%、40℃3 箇月検体で約 14％の増加が認められた。これらピー
クはそれぞれ、desFab および Fab 断片と推察され、その増加量において pH の傾向は pH4.0＞＞
pH5.0＞pH5.5＞pH6.0≦pH7.0 と低 pH 領域で顕著であり、pH6 付近で最小であった。 
【IgG2AAAS】 
HMWS 
分析開始時（Initial, T=0）の重合体量は pH4.0～6.0 で約 10%、pH7.0 で 11%と pH7 のみ他の
pH と比較して高かった。重合体ピークはボイド付近の約 22 分から 29.5 分まで広く認められ、か
なり多くの分子種が存在した。ボイド付近の高分子量の可溶性重合体は分析開始時から pH 増加
に伴い含有量が多い傾向が認められた。25℃、40℃ともにピーク形状については、大きな経時変
化は認められなかった。また pH4.0、40℃保存検体においてはモノマーピークが高分子量側にわ
ずかながらブロードになる傾向が認められた。 
各分析ポイントにおいて全体の重合体量（HMWS）を比較すると、25℃では pH 増加に伴い重
合体量が増加する傾向が認められ、pH4.0≦pH5.0＜pH5.5＜pH6.0＜pH7.0 であった。これに対し
40℃では pH5.0 を最小とし pH の低下および pH の増加に伴い重合体量が増加する傾向が認めら
れ、pH4.0＞pH5.0＜pH5.5＜pH6.0＜pH7.0 であった。 
LMWS 
25℃保存検体では各 pH 共に保存開始から増加は認められなかった。40℃保存検体では各 pH と
もにモノマーピークの低分子量側がブロードになり約 33分から 40分にかけて低分子劣化物と推
察されるピークが確認された。その傾向は pH4.0＞＞pH5.0≧pH5.5≧pH6.0≧pH7.0 の pH4.0 で最
も顕著であり、pH が高くなるにつれて減少傾向を示した。 
【IgG4】 
HMWS 
分析開始時（Initial, T=0）の重合体量は pH4.0～6.0 で約 4%、pH7.0 で 6%と pH7.0 のみ他の
pH と比較して高かった。重合体ピークはボイド付近の約 22 分から 29.5 分まで広く認められ、か
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なり多くの分子種が存在した。ボイド付近の高分子量の可溶性重合体は分析開始時から pH 増加
に伴い含有量が多い傾向が認められ、また経時的にも増加が確認された。25℃保存検体では全て
の pH で、保存開始からほとんど増加は認められなかった。40℃保存検体では約 26、27、28.5 分
にピークを持つ重合体の増加が認められ、pH によって増加するピーク種に違いが認められた。特
に 40℃3 箇月 pH4.0 は他のサブクラスと比較して分析開始時からの増加量が顕著に大きく、
2.78％の増加が認められた。また 40℃保存検体においてはモノマーピークが高分子量側にわずか
ながらブロードになる傾向が認められた。 
各分析ポイントにおいて全体の重合体量（HMWS）を比較すると、25℃では pH 増加に伴い重
合体量が増加する傾向が認められた。これに対し 40℃では pH5.0～5.5 を最小とし pH の低下お
よび pH の増加に伴い重合体量が増加する傾向が認められ、 pH4.0 ＞＞ pH5.0 = 
pH5.5≦pH6.0≦pH7.0 であった。 
LMWS 
pH5.0～7.0 の検体については 25℃では、保存開始時からほとんど増加は認められなかったが、
40℃保存検体では約 33.5、38.5 分にピークを持つ LMWS の経時的な増加が認められ、その傾向
は低い pH ほど顕著であった。pH4.0 検体では 25℃保存でも上述の傾向が認められ、40℃3 箇月
検体では上記 33.5 分付近のピークが複雑に別れる傾向が認められ、他の pH とは異なる分解が生
じていることが示唆された。その増加量は pH4.0 で 40℃1 箇月検体では 4.76%、40℃3 箇月検体
では 9.24%と顕著であり、pH の傾向は pH4.0＞＞pH5.0＞pH5.5＞pH6.0＞pH7.0 と低 pH 領域で
顕著であり、pH が高くなるにつれて減少傾向を示した。 
【IgG4PE】 
HMWS 
25℃保存検体では各 pH 共に他のサブクラス同様、保存開始からほとんど増加は認められなか
った。40℃保存検体では約 25、27、28.5 分にピークを持つ HMWS の増加が認められ、pH によ
って増加するピーク種に違いが認められた。特に 40℃3 箇月 pH4.0 は他のサブクラスと比較して
分析開始時からの増加量が顕著に大きく、5.27％の増加が認められた。また IgG1、IgG2AAAS、
IgG4 同様、約 22 分にピークの増加が認められ、高 pH ほど増加が多い傾向が認められた。各 pH
に対するトレンド、重合体増加量ともに IgG4 と同様の傾向を示した。 
LMWS 
25℃保存検体では pH4.0 から 7.0 の検体については保存開始からほとんど増加は認められなか
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った。IgG4 では pH4.0 検体で増加が認められたが、IgG4PE では抑制されていた。40℃保存検体
では各 pH 共に約 34、38.5 分にピークを持つ LMWS の経時的な増加が認められた。その増加量
は pH4.0 で 40℃1 箇月検体では 1.47%、40℃3 箇月検体では 4.32%と大きく、pH 増加に伴い減
少する傾向を示した。pH に対する LMWS の増加量は IgG4 と同様の傾向を示したが、その増加
量は IgG4 と比較して少なかった。 
 
4 つの抗体の比較 
本検討では 4 つの各抗体サブクラスの各 pH において、重合体および分解物の経時変化を比較
した。その結果、全ての抗体で各サブクラスの経時変化は概ね同様の傾向を示した。最も Initial
（分析開始時）から変化の大きかった 40℃3 箇月保存検体（40℃3M）の Mab-A、Mab-B、Mab-C、
Mab-D の重合体および分解物の増加率（40℃3M の値－Initial の値）を Fig.2-3-2-16 および
Fig.2-3-2-17 に示した。 
重合体増加率を比較すると、全ての抗体において IgG4 および IgG4PE の増加率が、今回検討を
行った全ての pH 範囲で IgG1、IgG2（IgG2AAAS）に比べて大きいことが確認された。また pH4.0
において各サブクラスで顕著な傾向の違いが認められた。IgG1 は 4 つの抗体全てにおいて、Initial
から増加が認められなかったのに対し、IgG2 および IgG2AAAS では微増、IgG4 および IgG4PE
では大きく増加する傾向が認められた。これまでに IgG2 や IgG4 は酸性暴露に対して IgG1 に比
べ不安定であることが報告されており（17-18）、今回の保存安定性の結果も同様の結果を示した。
また全てのサブクラスで pH の増加に伴い、重合体増加率が高くなる傾向が認められた。抗体の
等電点（pI）は 8.0～9.0 付近に存在し、処方 pH が pI に近づくことで抗体表面の電荷（Net Charge）
が小さくなり、colloidal Stability が低下したことに起因すると推察される。また各抗体で各 pH に
対する増加率に差が認められた。各抗体の可変領域のアミノ酸配列は異なっており、抗体によっ
ては脱アミドや酸化などの化学的な変性を受けている可能性がある。このような変性による構造
変化などが重合形成を促進している可能性が考えられる。 
分解物増加率を比較すると、IgG1 が非常に分解されやすく、IgG2（IgG2AAAS）は最も分解さ
れにくい傾向を示した。またハーフ抗体抑制を目的とした変異体 IgG4PE は IgG4 に比べ分解を抑
制していた。また pH に対する傾向（pH プロファイル）も 4 つの抗体でほぼ一致し、特に pH4.0
で顕著であった。IgG1 の低 pH での分解はヒンジ領域（upper hinge：EPKSCDKTHT）の非酵素
切断による des Fab と Fab への分解が報告されており（19-22）、その pH に対する傾向も今回の保
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存安定性の結果と一致する。IgG2 で分解されにくい傾向を示したのは、切断されやすい IgG1 に
比べヒンジが短く、4 つのジスルフィド結合により非常に硬い（rigid）な構造であること、また
切断部位である DKTHT のアミノ酸配列を持たないためと推察される。 
 
 4 つの可変領域の異なる抗体（Mab-A、Mab-B、Mab-C、Mab-D）に対し、IgG1、IgG2、IgG4
（一部改変体を含む）の定常領域を持つ抗体を調製し、サブクラスの違いによる保存安定性の評
価を行った。これらはそれぞれ同一の可変領域を持ち、純粋にサブクラスの違いのみを評価でき、
これまでに報告された例は少ない。保存安定性および抗体の製造過程で最も懸念される劣化の重
合体（HMWS）および分解物（LMWS）を SEC 分析により評価した。 
Mab-A、Mab-B を用いた SEC 分析はカラム 1 本での分析、Mab-C、Mab-D を用いた SEC 分析
はカラム 2 本での分析であったが、得られた結果は概ね同じ傾向を示し、相対的な比較が可能と
判断した。 
今回、抗体の物性に大きく影響を与えることが知られている pH を pH4.0 から pH7.0 の範囲で
評価を行った。この範囲を選択した理由として、これまでに上市されている抗体医薬製剤の処方
pH は pH5.0 から pH7.0 であり、この pH 領域で抗体の安定性が高いと考えられる。また pH4.0
の酸性領域については一般的に精製過程において使用される Protein A 精製の溶出やウイルスク
リアランスに使用され、培養から精製、製剤化までの抗体製造工程おいておおよそ pH4.0 から
pH7.0の pHに曝されることになり、この pH領域での物性を理解することが重要であると考えた。 
４つの抗体を用いた結果、重合体（HMWS）形成および分解物（LMWS）形成において、サブ
クラスの違いが大きく影響することがわかった。 
pH4.0 から 7.0 の領域において、重合体形成のしやすさは IgG4＞IgG2＞IgG1 であり、IgG4 が
最も重合体形成しやすい傾向が認められた。全てのサブクラスで pH 増加に伴い重合体形成しや
すくなる pH依存性があり、その影響は IgG4が最も受けやすい。また IgG2および IgG4では pH5.0
以下の低 pH 領域（酸性領域）でも重合体形成が顕著であり、IgG1 には認められない IgG2 およ
び IgG4 特有の性質である。その影響の受けやすさは IgG4 で顕著であった。 
分解のしやすさは IgG1＞IgG4＞IgG2 であり IgG1 が最も分解されやすい。特に低 pH 領域でそ
の傾向は顕著であった。
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Fig.2-3-2-1 Mab-A Size Exclusion Chromatography  40℃3M（STD：-80℃保管分析標準品）
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Fig.2-3-2-2 Mab-A IgG1 Size Exclusion Chromatography
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Fig.2-3-2-3 Mab-A IgG2 Size Exclusion Chromatography
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Fig.2-3-2-4 Mab-A IgG4PE Size Exclusion Chromatography
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Fig.2-3-2-5 Mab-A  上）HMWS 経時変化、下）LMWS 経時変化
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Fig.2-3-2-6 Mab-B 上）HMWS 経時変化、下）LMWS 経時変化
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Fig.2-3-2-7 Mab-A Size Exclusion Chromatography 50℃2W
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Fig.2-3-2-8 Mab-C IgG1 Size Exclusion Chromatography 
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Fig.2-3-2-9 Mab-C IgG2AAAS Size Exclusion Chromatography 
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Fig.2-3-2-10 Mab-C IgG4 Size Exclusion Chromatography 
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Fig.2-3-2-11 Mab-C IgG4PE Size Exclusion Chromatography 
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Fig.2-3-2-12 Mab-C 上）HMWS 経時変化、下）LMWS 経時変化 
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Fig.2-3-2-13 Mab-D 上）HMWS 経時変化、下）LMWS 経時変化 
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Fig.2-3-2-14 重合体（HMWS）経時変化まとめ A）Mab-A、B）Mab-B、C）Mab-C、D）Mab-D
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Fig.2-3-2-15 分解物（LMWS）経時変化まとめ A）Mab-A、B）Mab-B、C）Mab-C、D）Mab-D
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Fig.2-3-2-16 40℃3M における Initial からの重合体（HMWS）の増加量 A）Mab-A、B）Mab-B、C）Mab-C、D）Mab-D
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Fig.2-3-2-17 40℃3M における Initial からの分解物（LMWS）の増加量 A）Mab-A、B）Mab-B、C）Mab-C、D）Mab-D
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2-3-3. SDS-PAGE 
 
Mab-A   
非還元、還元状態共に、Initial 時各サブクラスにおいて pH の違いによる泳動像に差は認められ
なかった。40℃1M検体の SDS-PAGE の結果を Fig.2-3-3-1 に示した。 
非還元状態において、サブクラス間の比較では Initial 時より IgG4PE は IgG1 および IgG2 に比
べ 200KDa 以上のバンドが濃く、共有結合を介した可溶性重合体の含有量が多いことが示唆され
た。40℃1M 検体の比較をすると、全てのサブクラスで pH6.0 および pH7.0 の高 pH 領域でバン
ドが濃くなる傾向が認められた。特に IgG4PE は IgG1 および IgG2 に比べ、より高分子量のバン
ドも認められ、共有結合を介した高分子量の可溶性重合体の形成が示唆された。SEC 分析でも高
pH 側で可溶性重合体が増加する傾向を示しており、高 pH 領域で増加する可溶性重合体には、共
有結合を介したものが多いと推察された。一方、SEC 分析で IgG4PE の pH4.0 で可溶性重合体の
増加が認められたが、SDS-PAGE ではその増加は小さかった。pH4.0 で増加した可溶性重合体の
多くは疎水性相互作用によって形成されていると推察され、SDS存在下で解離したと考えられた。 
還元状態において、全てのサブクラス、メインバンドとして重鎖（約 50KDa）および軽鎖（約
25KDa）のバンドが確認された。また全てのサブクラスで約 97KDa 以上に 2 つのバンドが確認さ
れた。これら高分子劣化物バンドも Initial から経時的に増加し、pH の増加に伴いバンドが濃くな
る傾向が認められた。一方、低分子劣化物バンドは低 pH 領域で顕著であった。このように SEC
で認められた可溶性重合体（HMWS）は処方 pH によりその形態が大きく違うことが示唆された。 
 
Mab-B 
 非還元状態において Initial 時より IgG1で若干 IgG2 および IgG4PEに比べ 200KDa以上の高分
子劣化物バンドが濃く、共有結合を介した可溶性重合体の含有量が多いことが示唆された。40℃
1M 検体の比較をすると、全てのサブクラスで pH6.0 および pH7.0 の高 pH 領域でバンドが濃く
なる傾向が認められ、その増加は IgG4PE で顕著であった。 
還元状態において、全てのサブクラス、メインバンドとして重鎖（約 50KDa）および軽鎖（約
25KDa）のバンドが確認された。また全てのサブクラスで約 97KDa 以上に 2 つのバンドが確認さ
れた。これら高分子劣化物バンドも Initial から経時的に増加し、pH の増加に伴いバンドが濃くな
る傾向が認められた。一方、低分子劣化物バンドは低 pH 領域で顕著であった。このように非還
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元、還元状態共に泳動像の変化は概ね Mab-A と同様な傾向を示した。 
 
Mab-C 
各サブクラスの Initial検体および40℃3M検体の非還元および還元条件での泳動像をFig2-3-3-2
～2-3-3-5 に示した。 
 非還元および還元状態において、Initial 時、それぞれのサブクラスで各 pH において泳動像に差
は認められなかった。非還元状態の約 75KDa のバンドは Half Antibody と推測され、IgG4 で他の
サブクラスに比べ、バンドが濃かった。 
 40℃3M の泳動像を Initial 時と比較すると非還元、還元状態共に高分子劣化物（HMWS）およ
び低分子劣化物（LMWS）の顕著な増加が確認された。非還元状態では各サブクラスにおいて
200KDa 以上に高分子劣化物（HMWS）のバンドが確認された。これは HMWS に共有結合を介
する重合体の存在を示唆するものである。またこのバンドは全てのサブクラスにおいて高 pH 側
で顕著な傾向を示した。また還元状態でも重鎖より高分子量側に各種高分子劣化物（HMWS）の
バンドが確認され、その増加は高 pH 側で顕著な傾向が認められた。 
 低分子劣化物（LMWS）の増加については各サブクラスで増加するバンドに違いが認められた。
また pH によっても増加するバンドに違いが認められた。全てのサブクラスにおいて、特に低分
子劣化物の増加は pH4.0 で顕著であった。これらの結果から重合体および分解物の形成は pH に
よってその形成メカニズムが大きく異なることが推察された。 
 
SEC の結果から最も変化の大きかった pH4.0 検体および最も安定性が高かった pH5.5 検体にお
いて各サブクラスの非還元条件および還元条件の泳動像を Fig.2-3-3-6、2-3-3-7 に示した。 
 
＜非還元 SDS-APGE＞ 
 pH4.0 検体泳動像を比較すると 200KDa 以上にバンドが認められ高分子劣化物の存在が確認さ
れた。IgG1 は Initial より大きな経時変化は認められなかったが、IgG2AAAS、IgG4 および IgG4PE
では経時的にバンドが濃くスメアになり、高分子劣化物（HMWS）の増加が確認された。SDS 存
在下でバンドの増加が確認されることから、増加が認められた重合体には共有結合を介した重合
体の形成が示唆された。また低分子劣化物の泳動像の比較から各サブクラスで経時変化で増加し
てくるバンドに違いが認められ、pH5.5に比べ pH4.0でその増加は顕著であった。この傾向はSEC
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の低分子劣化物（LMWS）の増加傾向と相関が認められた。また IgG4PE は IgG4 に比べ低分子劣
化物の増加が抑制されていることが確認された。 
 
＜還元 SDS-PAGE＞ 
 全てのサブクラス、メインバンドとして重鎖（約 50KDa）および軽鎖（約 25KDa）のバンドが
確認された。Initial から経時的に低分子劣化物（LMWS）の増加が認められ、サブクラス間で増加
傾向のバンドに違いが認められた。特に pH4.0 の 40℃検体でバンドの増加が顕著であった。また
50KDa 以上に高分子劣化物バンドが Initial 時から存在し、経時的に増加が認められた。この結果
から増加している高分子劣化物の中にジスルフィド結合以外の共有結合を形成していることが示
唆された 
 
Mab-D 
Mab-C 同様、各サブクラスの Initial 検体および 40℃3M 検体の非還元および還元条件での泳動
像を Fig.2-3-3-8～2-3-3-11 に示した。 
 非還元および還元状態において Initial時の泳動像はそれぞれのサブクラスで各pHにおいて泳動
像に差はなく、IgG4 でハーフ抗体が顕著であり、Mab-C と同様の傾向が認められた。また非還元
および還元状態ともに全てのサブクラスで Mab-C に比べ高分子劣化物（HMWS）のバンドが顕著
に認められた。Mab-D は Mab-C に比べ初期可溶性重合体量、特に高分子の重合体が多い結果が
SEC 分析で得られており、これら重合体には共有結合を介して形成された多量体が含まれている
ことが示唆された。この傾向は特に IgG2AAAS で顕著であった。 
 40℃3M 検体の泳動像を Mab-C の泳動像と比較すると、Initial から増加しているバンドの種類
および pH に対する傾向はほぼ一致した。これは Mab-C および Mab-D がほぼ同じ劣化傾向を示
していることを示唆している。 
 
 4 つの抗体の SDS-PAGE の結果から、以下の傾向が認められた。各抗体において Initial 時より
可溶性重合体（HMWS）の中にジスルフィド結合を介した重合体が存在した。しかしながらその
含有量は抗体ごとおよびサブクラスごとで異なり、共通性は認められなかった。非還元
SDS-PAGE の結果から、全てのサブクラスで 200KDa 以上にモノマーより高分子量のバンドが認
められ、ダイマー以上の多量体の形成が示唆された。またこれらバンドは Initial から経時的に濃
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くなる傾向を示し、熱ストレスによる多量体形成が促進されることを示した。特に処方 pH の増
加に伴いバンドが濃くなる傾向が認められた。これは高 pH 領域でジスルフィド結合を主とする
共有結合を介した多量体の形成を示唆するものである。またこの傾向は IgG1 に比べ IgG2 および
IgG4 で顕著であった。一方 SEC 分析で IgG4 および IgG4PE の pH4.0 で可溶性重合体の増加が
認められたが、非還元 SDS-PAGE では 200KDa 以上のバンドの増加は小さかった。pH4.0 の低
pH で増加した可溶性重合体の多くは疎水性相互作用によって形成されていると推察され、SDS
存在下で解離したと考えられた。またモノマーより分子量の小さい低分子劣化物の増加は低 pH
（pH4.0、5.0）で顕著であった。 
還元 SDS-PAGE の結果から、主に約 50KDa に H 鎖、約 25KDa に L 鎖のメインバンドに加え
劣化物のバンドが多数認められた。約 50KDa の重鎖に比べ分子量の大きい高分子劣化物のバンド
が全てのサブクラスで確認された。これらバンドは Initial から存在し、熱ストレスにより経時的
に増加し、高 pH ほどバンドが濃くなる傾向が認められた。これらバンドはジスルフィド結合以
外の共有結合を介した分子種であると考えられる。また重鎖より分子量が小さい低分子劣化物バ
ンドが 25～50KDa に認められ、サブクラスで異なる傾向を示し、Initial から経時的に増加し、特
に低 pH で顕著であった。 
これらの結果から重合体および分解物の形成は pH によってその形成メカニズムが大きく異な
ることが推察された。可溶性重合体の形成については高 pH 領域ではジスルフィド結合を主とし
た共有結合を介した重合体を形成しやすい。これに対し低 pH 領域では疎水性相互作用、分解な
どを伴った構造変化による重合体を形成しやすいことが示唆された。
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Fig.2-3-3-1  Mab-A 40℃1M 検体の SDS-PAGE 泳動像 
Non Reduced SDS-PAGE  A）IgG1、B）IgG2、C）IgG4PE 
Reduced SDS-PAGE D）IgG1、E）IgG2、D）IgG4PE
M  B1 B2 B3 4   5  5.5  6   7       M  B1 B2 B3  4   5  5.5  6  7    M  B1 B2 B3 4   5   5.5  6   7
A） B） C）
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M  B1 B2 B3   4    5  5.5   6   7 M B1 B2 B3  4    5   5.5  6    7     M  B1 B2 B3   4   5   5.5  6   7
D） E） F）
KDa
97-
66-
45-
30-
20-
14.5-
M:Marker, B1:分析標準品100%, B2:分析標準品10%, B3:分析標準品5%
pH:4, 5, 5.5, 6, 7
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Fig.2-3-3-2 Mab-C Initial 検体 Non Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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A） B）
C） D）
M：Marker、1,6：pH4.0、2,7：pH5.0、3,8：pH5.5、4,9：pH6.0、5,10：pH7.0
Road volume  1-5：1μ g、 6-10：0.1μ g
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Fig.2-3-3-3 Mab-C Initial 検体 Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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A） B）
C） D）
M：Marker、1,6：pH4.0、2,7：pH5.0、3,8：pH5.5、4,9：pH6.0、5,10：pH7.0
Road volume  1-5：1μ g、 6-10：0.1μ g
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Fig.2-3-3-4 Mab-C 40℃3M 検体 Non Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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M：Marker、1,6：pH4.0、2,7：pH5.0、3,8：pH5.5、4,9：pH6.0、5,10：pH7.0
Road volume  1-5：1μ g、 6-10：0.1μ g
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Fig.2-3-3-5 Mab-C 40℃3M 検体 Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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M：Marker、1,6：pH4.0、2,7：pH5.0、3,8：pH5.5、4,9：pH6.0、5,10：pH7.0
Road volume  1-5：1μ g、 6-10：0.1μ g
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Fig.2-3-3-6 Mab-C pH4.0 および pH5.5 検体 Non-Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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C） D）
M：Marker、1,6：Initial、2,7：25℃1M、3,8：25℃3M、4,9：40℃1M、5,10：40℃3M
1-5：pH4.0検体、 6-10：pH5.5検体
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Fig.2-3-3-7 Mab-C pH4.0 および pH5.5 検体 Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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A） B）
C） D）
M：Marker、1,6：Initial、2,7：25℃1M、3,8：25℃3M、4,9：40℃1M、5,10：40℃3M
1-5：pH4.0検体、 6-10：pH5.5検体
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Fig.2-3-3-8 Mab-D Initial 検体 Non Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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M：Marker、1,6：pH4.0、2,7：pH5.0、3,8：pH5.5、4,9：pH6.0、5,10：pH7.0
Road volume  1-5：1μ g、 6-10：0.1μ g
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Fig.2-3-3-9 Mab-D Initial 検体 Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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Fig.2-3-3-10  Mab-D 40℃3M検体 Non Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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Fig.2-3-3-11 Mab-D 40℃3M検体 Reduced SDS-PAGE 
A）IgG1、B）IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE
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2-3-4  IgG4  ハーフ抗体の評価 
 
Mab-C、Mab-D については IgG4 と IgG4PE の比較を行った。IgG4 はハーフ抗体を形成しやす
く、IgG4PE はハーフ抗体生成の抑制を目的としてアミノ酸改変を実施している。そこで Initial
検体を用いて非還元状態ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（SDS-PAGE）およびレーザー励起
蛍光検出キャピラリー電気泳動法（CE-SDS-LIF）でハーフ抗体含有量を評価した。 
 
SDS-PAGE 
Mab-C および Mab-D において分析開始時（Initial）検体の非還元条件の泳動像を Fig.2-3-4-1 に
示した。IgG4 のみ 75KDa 付近に顕著なバンド（赤矢印）が認められた。分子量からこのバンド
はハーフ抗体（hAb）と推察された。また IgG4PE は IgG1、IgG2AAAS と同レベルであり、IgG4
に比べて顕著に抑制していることが示唆された。しかしながら銀染色でゲルの染色を実施したた
め、定量性は低い。 
 
A）                     B） 
Fig.2-3-4-1   Non Reduced SDS-PAGE A）Mab-C、B）Mab-D 
M：Marker、1,5：IgG1、2,6：IgG2AAAS、3,7：IgG4、4,8：IgG4PE、 
Road volume 1-4：1.0μg, 5-8：0.1μg 
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CE-SDS-LIF 
上記に示した SDS-PAGE（銀染色）では各バンドの定性評価には十分であるが、定量性に乏し
い。そこで定量性が高く、各種バイオ医薬品の純度試験などに用いられている CE-SDS-LIF を用
いてハーフ抗体の定量を実施した。抗体を 5-TAMARA-SE により蛍光標識後 SDS 処理（非還元
条件）を行い、CE-SDS-LIF により重合体（HMWS）、分解物（LMWS）およびハーフ抗体（hAb）
を評価した（24）。 
 Mab-Cの各サブクラスの Initial検体の非還元条件でのエレクトロフェログラムをFig.2-3-4-2に
示した。各サブクラス、約 15 分に IgG ピークを認め、その前方に分解物ピーク（LMWS）、後
方に重合体ピーク（HMWS）を認めた。IgG4 のみ約 11.5 分にピークが認められ、分子量からハ
ーフ抗体と同定した。Table.2-3-4-1 に Mab-C および Mab-D の非還元条件での Initial 検体の結果
をまとめた。両抗体とも IgG4 で 9.25%（Mab-C）、7.13%（Mab-D）とハーフ抗体の含有が顕著
であった。ハーフ抗体抑制を目的とした IgG4PE は両抗体とも 0.54%（Mab-C）、0.91%（Mab-D）
と IgG1,IgG2AAAS と同レベルであり、ハーフ抗体生成を抑制していることが確認できた。また
IgG2AAAS の IgG ピークは他のサブクラスに比べブロードであった。これまでの報告でもあると
おり、ヒンジ部位のジスルフィドシャッフリングによるヘテロジェネイティーと推察された。 
 
Fig.2-3-4-2 Mab-C CE-SDS-LIF Electrophelogram 
 
 
IgG4PE
IgG4
IgG2AAAS
IgG1
Half Antibody
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Table.2-3-4-1  Results of CE-SDS-LIF（Non Reduced） 
Mab-C 
Subclass HMWS（%） Half Ab（%） LMWS（%） Monomer（%）
G1 0.21 0.4 3.46 95.92
G2AAAS 0.29 0.52 2.01 97.16
G4 0.27 9.25 1.61 88.85
G4PE 0.28 0.54 1.7 97.47  
Mab-D 
Subclass HMWS（%） Half Ab（%） LMWS（%） Monomer（%）
G1 1.15 0.28 2.61 95.94
G2AAAS 3.65 0.49 1.84 94
G4 0.38 7.13 1.07 91.39
G4PE 0.74 0.91 1.51 96.82   
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2-4 結言 
 
 本章ではサブクラスの違いが抗体の保存安定性に与える影響を評価した。本検討で用いた抗体
は同一の可変領域を持ち、定常領域のみを各サブクラスに変換したことにより、純粋にサブクラ
スの違いのみを評価できる。このように純粋にサブクラスの違いによる安定性を評価したものは、
これまでにほとんど報告されていない。特に全てのサブクラスを比較したものはなく、Hari SB
等（18）や Franey H 等（23）の IgG1 と IgG2 の比較に留まっている。本検討ではその可変領域につ
いても 4 種類用意し、2 つのヒト抗体、1 つのマウス‐ヒトキメラ抗体、1 つのヒト化抗体とこれ
まで上市されている全てのタイプの抗体についてサブクラスの影響を評価することができた。こ
のような抗体のタイプ間での比較という観点からも新しく、意義深いものである。 
 目視、SEC、SDS-PAGE を用いて抗体の熱ストレスに対する保存安定性を評価した結果、サブ
クラスによって劣化傾向および安定性の類似点および相違点が明らかとなった。 
 目視評価では全てのサブクラスで熱ストレスによって高 pH 領域（pH6.0, 7.0）で不溶性凝集体
（異物）を形成しやすく、濁りが濃くなる共通の傾向を示した。特に IgG4および IgG4PEは IgG1、
IgG2 に比べ広範囲の pH で不溶性凝集体（異物）を形成しやすいことが示唆された。 
 SEC および SDS-PAGE 分析ではサブクラスによってモノマー低下の原因となる主の劣化メカ
ニズムがサブクラスによって異なることが明らかとなった。熱ストレスに対し、IgG1 は非常に分
解されやすく、IgG4 は重合しやすい傾向が認められた。IgG2 は IgG1 と IgG4 の中間の重合しや
すさを有し、また分解されにくい傾向を示した。今回検討した pH 領域（pH4.0～7.0）において
重合体の形成しやすさを総合的に比較すると IgG4＞IgG2＞IgG1 であり、IgG4 で最も重合体を形
成しやすい傾向が認められた。また全てのサブクラスで pH 増加に伴い重合体が増加する pH 依存
性が認められ、IgG4 で特に顕著であった。また IgG2 および IgG4 では pH5.0 以下の低 pH 領域
（酸性領域）でも重合体形成が顕著であり、IgG1 では認められない IgG2 および IgG4 特有の傾
向を示した。特にこの傾向は IgG4 で顕著であり、酸性 pH に対して IgG4 は非常に不安定である
ことが示唆された。SDS-PAGE の結果と合わせて考察すると低 pH 領域では疎水性相互作用、分
解などを伴った構造変化による重合体の形成、高 pH 領域ではジスルフィド結合を介した重合体
の形成が示唆された。また分解のしやすさは IgG1＞IgG4＞IgG2 であり、IgG1 が最も分解されや
すかった。特に低 pH でその傾向は顕著であった。 
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 4 つの抗体を用いた結果、重合体の形成および分解物の形成においてサブクラスの違いが大き
く影響することがわかった。また pH に対する劣化傾向、保存安定性の傾向は可変領域の異なる 4
つの抗体で、概ね同じ傾向を示した。このことからサブクラスつまり定常領域の物性は可変領域
を変化させても保存されることが明らかとなった。
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第 3 章 抗体各サブクラスの構造安定性評価 
3-1 緒言 
 第 2 章で IgG のサブクラスの違いによる熱ストレスに対する重合体および分解物の保存安定性
への影響を評価したところ、サブクラス間で違いが認められた。特に抗体医薬品の開発で免疫原
性の惹起や製造プロセスや医薬品の保存で大きな問題となりうる重合体の形成しやすさは IgG1
で最も安定であり、IgG2 および IgG4 で不安定な傾向が認められた。 
 これまでに抗体の重合体形成メカニズム解明を目指し、様々な研究が実施されてきた。 凝集
体（重合体）形成は構造安定性（conformation stability）とコロイド安定性（colloidal stability）に
大きく影響を受け、凝集速度やその程度は溶媒条件やタンパク質表面の特性に依存する（1-5）。 
抗体の構造安定性、天然状態の構造･フォールディングの維持は pH、イオン強度、添加剤および
タンパク質濃度に影響される（6）。タンパク質凝集モデルとして、部分変性状態にある分子種がし
ばしば会合したり、すでに存在する不純物と会合を形成したりして、凝集の核となり、結果とし
てより大きな会合凝集体を形成すると提案されている（4, 7）。また抗体が酸性条件下で天然とは明
らかに異なる安定な構造（コンフォメーション）を持ち、それが会合凝集形成のトリガーになり
うることを明らかにしている（8）。それゆえに凝集体形成を抑制するためには高い構造安定性を有
することが重要となる。 
タンパク質の熱安定性を評価する方法として熱ストレスに対する構造変化（conformation 
change）を熱力学的手法もしくは分光学的手法で測定する方法がある。これまでにも様々な手法
を用いて抗体の熱安定性評価の報告がされている。たとえば示差走査型熱量測定（Differential 
Scanning calolimetry：DSC）（9-11）、偏光円二色性スペクトル分析（Circular dichroism：CD）（12）、
フーリエ変換赤外分光法（Fourier transform infrared：FTIR）（13）、内部（自家）蛍光スペクトル
分析（intrinsic fluorescence spectroscopy）（12）、タンパク質表面の疎水性環境に感受性の高いプ
ローブを用いた外部蛍光スペクトル分析（extrinsic fluorescence spectroscopy）（14）や示差走査
型蛍光測定（Differential Scanning Fluorimetry：DSF）（15,16）などがあり、保存長期安定性との相
関が議論され、処方検討にも利用されている。しかしながら、保存安定性同様、同じ可変領域を
持つ抗体において系統的にサブクラス間での安定性を評価した例は少ない。そこで本章では DSC、
CD、DSF を用いて IgG のサブクラスの違いによる構造安定性を評価した。また得られた結果か
ら保存安定性との関連も考察した。 
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3-2. 実験方法 
3-2-1. 示差走査型熱量測定（DSC） 
 DSC は、温度を一定速度で変化させた時に、試料の温度転移（タンパク質の熱変性など）に伴
う微小な熱変化を測定し、生体高分子の熱安定性を評価する方法の一つである。測定には Microcal
社のVP Capillary DSCを用いて分析した。抗体濃度は 1 mg/mL の検体をサンプルプレートに入れ、
媒体（ブランク）をリファレンスとして測定を行った。走査温度範囲は 20～100℃で行い、走査
速度は１℃/min とした。最終データはサンプル測定データから媒体データを引き、サンプル濃度
による補正を行い、サンプル分子 1 モルあたりの比熱を計算した。これら解析には OriginLab 社の
Origin ソフト（versio.7.0）を使用した。各熱変性ピークの Tm 値は、比熱容量の極大値を与える
温度とした。 
 
3-2-2. 円偏光二色性スペクトル（CD） 
 遠紫外円偏光二色性（CD）スペクトルの測定により簡便にタンパク質の二次構造の有無や種類
を推定することができる分析の一つである。測定には日本分光株式会社製のペルチェ式恒温キュ
ベットホルダーPTC-423L を備えた円二色分散計 J-820 を用いた。抗体の二次構造の評価には、
遠紫外 CD スペクトル測定（Far-UV CD）を実施した。各検体について抗体濃度を 0.25 mg/mL
に各対応する媒体で希釈し、試験に供した。光路長 0.1cm の石英セルを用い、測定波長は 260～
200 nm、測定温度は 25℃とした。また温度に対する構造変化（unfolding profiles）評価には遠紫
外 CD スペクトルによる昇温スペクトル測定を実施した。二次構造評価同様、光路長 0.1cm の石
英セルを用い、抗体濃度は 0.25 mg/mL、測定温度範囲は 25～100℃、昇温速度は 1℃/min とした。
温度はペルチェ式恒温キュベットホルダーPTC-423L により制御した。昇温後、二次構造の変化
を確認するために、25℃で 15 分保持後、遠紫外 CD スペクトル測定を実施し、昇温後スペクトル
とした。各分析の詳細パラメータを Table.3-2-1 に示した。 
 
 
 
 
 
89 
 
      Table.3-2-1 Far-UV CD スペクトルおよび昇温分析の測定条件 
各パラメータ Far-UV CD Far-UV 昇温 
バンド幅 1.0 nm 1.0 nm 
レスポンス 2 sec 2 sec 
感度 Standard Standard 
データ取り込み間隔 0.1 nm 0.1 ℃ 
測定波長領域 200 ～ 260 nm － 
測定波長 － 217 nm 
スキャンスピード 10 nm/min 1 ℃/min 
積算回数 3 times － 
セル長 1 mm 1 mm 
測定温度 25℃ － 
測定温度範囲 － 25 ～ 100 ℃ 
 
 
3-2-3. 示差走査型蛍光測定（DSF） 
示差走査型傾向測定（DSF）はタンパク質中のトリプトファン、チロシン、フェニルアラニン
の内部蛍光に由来する蛍光スペクトル分析のような直接法とは異なり、環境変化に感受性の高い
色素を用いその色素の蛍光強度を測定する間接法の一つである。これまでにも Sypro Orange や
ANS 等、蛍光色素を用いたタンパク質のアンフォールディング（unfolding）に関する研究報告が
多数存在する（17-19）。これら蛍光色素は水溶液中および親水性環境で蛍光強度が弱く、水溶液中
のタンパク質がアンフォールドすると露出した疎水表面に結合しタンパク質が最終的に凝集する
まで蛍光強度の増加を示す。その後タンパク質の凝集に伴い、疎水性表面の減少により蛍光強度
も減少していく。この特性を利用しタンパク質のアンフォールド状態のモニターを可能とする。
また PCR（polymerase chain reaction）装置を用いることで、多検体分析を可能としたハイスル
ープット化、分析に必要な検体量の少量化から、最近、バイオ医薬品の処方開発などに利用が期
待されるハイスループットな分析法の一つとして報告されている（16,20,21）。 
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各検体について抗体濃度を0.5 mg/mLに各対応する媒体で希釈し、試験に供した。Sypro Orange
はストックに対し、最終的に 1000 倍に希釈される様に分析直前に検体と混合した。Sypro Orange
と混合した各検体溶液を PCR プレートの各ウェルに 20μL ずつ分注し、バイオラッド社のサー
マルサイクラーを用いて測定した。走査範囲は35～95℃で0.5℃ずつ上昇させ、10秒間保持した。
励起波長、蛍光波長はそれぞれ 473nm、570nm を用いた。得られた Melt Curve の解析にはバイ
オラッド社の CFX Manger ソフト（Version.1.6）を用いた。 
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3-3 結果および考察 
3-3-1. 走査型熱量測定（DSC：Differential Scanning Calorimetry） 
 
これまでに IgG の DSC プロファイルは多数報告されており、測定条件によって違いが認めら
れるが一般的に 3 つの変性ピークが認められ、メインピークが Fab の変性ピーク、残りのピーク
が低温側から定常領域の CH2 ドメイン、CH3 ドメインの変性ピークである。また Fab の Tm（安
定性）は抗体によって異なるので、場合によって定常領域の変性ピークと重なり、変性ピーク数
に違いが認められることが知られている（22-26）。 
各抗体の pH5.5 検体についてサブクラスごとに DSC プロファイルを Fig.3-3-1-1 に示した。全
ての検体において典型的な IgG の DSC プロファイルを示し、1 つから 3 つの変性ピークが認めら
れた。IgG1 の DSC プロファイルをみると、メインピークは Fab の変性ピークであり、Mab-A で
最も低く、Mab-D で最も高い Tm を示し、約 76℃から 83℃の範囲であった。約 71.5℃に Mab-D
で明確なピークが認められ、他の抗体でも一致する位置にショルダーピークが存在し、これは定
常領域の CH2 ドメインの変性ピークと考えられる。また Mab-D 以外の抗体では約 83.8℃に明確
なピークの重なりが認められ、これは定常領域の CH3 ドメインの変性ピークと考えられた。この
ように Fab の Tm によってメインピークがシフトするため、他の変性ピークが重なり、明確なピ
ークとして確認できない場合があるが、可変領域が異なる抗体でも同条件下では定常領域の変性
ピークは一致することが示唆された。この傾向は他のサブクラスにおいても同様であった。 
サブクラス間で DSC プロファイルを比較するために、各抗体の pH5.5 の DSC プロファイルを
Fig.3-3-1-2 に示した。各ドメインの変性ピークに重なりが少なく、各ドメインの変性が良くモニ
ターできた Mab-C を例に挙げてプロファイルを比較すると、定常領域の変性が IgG1 に比べて
IgG2AAAS、IgG4 および IgG4PE で低温側にシフトしていることが確認された。より低温で変性
しやすい CH2 ドメインのピークを比較すると、IgG2AAAS、IgG4、IgG4PE ではそのアンフォー
ルディング開始温度は IgG1 に比べて 5℃以上低下した。また IgG1 では約 83.8℃に CH3 の変性
ピークが認められたが、IgG2AAAS ではメインピーク後のショルダー部分に、IgG4 および IgG4E
ではメインピーク前の低温側にシフトした。これらの結果から CH2 および CH3 ドメインの定常
領域は IgG1 で最も安定性が高く、IgG2AAAS、IgG4 および IgG4PE で安定性が低下することが
示唆された。また Fab の Tm 比較では同じ可変領域を有しているものの、IgG4 および IgG4PE で
IgG1 に比べ若干の低温シフトが確認された。サブクラスの違いにより CH1 のアミノ酸配列およ
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び重鎖軽鎖間の分子間ジスルフィド結合の違いがあり、これら要因が安定性の違いに影響を与え
ていると推測される。これら傾向は全ての抗体で確認された。 
 各 pH（pH4.0～7.0）における各ドメインの Tm を算出し、Table.3-3-1-1 にまとめた。一部の
抗体では Fab のメインピークとの重なりにより CH2、CH3 の Tm が算出できなかった。しかし上
述したように、各抗体間で定常領域の DSC プロファイルはほぼ一致する結果が得られており、確
認できた Tm については 4 つの抗体でほぼ一致する結果が得られた。以下に 3 つのドメインごと
に考察した。 
 
Fab ドメイン 
Fab 断片を含むメインの熱変性ピークの Tm を比較すると、いずれの抗体も pH5.0 から pH6.0
付近で最も高い温度を示し、pH4.0 で最も低い温度を示す傾向が認められた。pH5.0 から pH7.0
の領域では各抗体概ね Fab 断片の Tm の変化は最大 3℃程度と大きな差はなかったが、pH4.0 で
は pH5.0～7.0 の Tm に対し 5～10℃近く低下が認められた。また、いずれの抗体でも今回試験し
た pH4.0 から pH7.0 の範囲では概ね IgG1≧IgG2＞IgG4 の順で高い Tm を有する傾向を示した。
同抗体間では各 pH において IgG1 と IgG2（IgG2AAAS）でほぼ同じ Tm を示したのに対し、IgG4
および IgG4PE は IgG1、IgG2（IgG2AAAS）に比べメインピーク Tm の低温シフトが認められた。
また抗体種によっては pH による不安定化に差が認められた。これは可変領域のアミノ酸配列の
違いおよび H 鎖（VH-CH1）と L 鎖（VL-CL）の相互作用の違いおよびヒンジ領域の自由度（フ
レキシビリティー）の違いに由来する Fab 断片と CH2 ドメインの相互作用の違いが影響してい
ると考えられる。 
 
CH2 ドメイン 
CH2 ドメインは抗体を構成するドメインの中で最も安定性が低く、pH の影響を受けやすいこ
とが知られており（22）、安定性に大きな影響を与えると推測されている。CH2 ドメインの変性が
最も良くモニターできた Mab-D の pH に対する Tm 値を各サブクラスで比較した結果を
Fig.3-3-1-3 に示した。全てのサブクラスで中性 pH から酸性 pH に向けて Tm が低下するという
pH 依存性が認められ、全てのサブクラスで共通の特徴であることがわかった。特に pH4.0 の酸
性 pH における低温へのシフトが顕著であった。今回試験した pH5.0 から pH7.0 では Mab-C およ
び Mab-D で IgG1＞IgG2AAAS＞IgG4＞IgG4PE の順で高い Tm を示した。しかしながら興味深い
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ことに pH4.0においては IgG2AAASで最も低い Tmを示した。Mab-AおよびMab-Bは IgG2AAAS
ではなく、IgG2 野生型（WT）で評価をしている。Fab のピークとの重なりで明確な CH2 の Tm
は pH4.0 および pH5.0 の一部でしか算出できなかったが、IgG2WT と IgG2AAAS の DSC プロフ
ァイルを比較すると CH2 ドメインの安定性は IgG2WT の方が高い結果を示した。また IgG4 と
IgG4PE の比較でも全ての pH で CH2 ドメインの安定性は IgG4WT の方が高い結果を示した。こ
の結果からアミノ酸改変導入が定常領域を不安定化する可能性が示唆された。 
4 つの抗体で得られた CH2 の Tm について各サブクラスで平均値を求め、pH に対する Tm 値
の比較を Fig.3-3-1-4 に示した。上述した通り、全ての pH において IgG1 で最も高い Tm を示し、
中性 pHから酸性 pHに向けて Tmが低下する傾向が認められた。IgG2の pH5.5から pH7.0は Fab
の変性ピークとの重なりより算出できなかったが、おそらく IgG1と IgG2AAASの間、しかも IgG1
にかなり近い側に Tm を持つと予測される。これより全てのサブクラス間で比較すると、各 pH
での Tm を比較すると、IgG4PE＜IgG4≦IgG2AAAS＜IgG2≦IgG1 の序列で安定性が高い傾向が認
められた。この結果から野生型での CH2 ドメインの安定性は IgG4＜IgG2≦IgG1 の序列で IgG1
が最も安定性が高かった。しかしながら pH4.0 では IgG2AAAS が IgG4PE よりも低い Tm を示し
た。そこで最もpH間での温度低下が大きかったpH5.0とpH4.0間での温度差を比較すると、IgG1、
IgG4 および IgG4PE が約 9℃だったのに対し、IgG2 および IgG2AAAS が約 11.5℃と他のサブク
ラスに比べて大きいことが明らかとなった。これは IgG2 の CH2 が pH5.0 以下の酸性領域では
IgG1 および IgG4 の CH2 に比べ、構造不安定化を受けやすい可能性を示唆するものである。 
 
CH3 ドメイン 
 IgG1 の CH3 ドメインは非常に安定性が高いことが報告されている（22）。Fig.3-3-1-2 に示した
Mab-C の pH5.5 における各サブクラスの DSC プロファイルを比較すると、IgG1 では約 84℃に
明確な変性ピークが認められたが、IgG2AAAS ではメインピーク後のショルダー部分に、IgG4 お
よび IgG4PE ではメインピーク前の低温側にシフトしていた。これは以前、Ellen Garber 等が報
告した結果（25）と同様であり、IgG1 に比べ、IgG2 および IgG4 で安定性が低くなる傾向が認めら
れた。またサブクラスごとに比較しても 4 つの抗体間で CH2 同様に CH3 の変性ピークも一致（保
存）していた。IgG2 と IgG2AAAS または IgG4 と IgG4PE の改変体のプロファイルもほぼ一致し
ており、CH3 の変性にはアミノ酸改変が影響しなかった。アミノ酸改変は全てヒンジ領域および
CH2 ドメインに位置しており、CH3 に影響しなかったのは妥当な結果である。IgG2 および IgG4
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においては CH3 の変性ピークが Fab の変性ピークと重なり、明確に Tm を算出できなかったが、
DSC プロファイルから予想すると IgG2 は IgG1 の CH3 の Tm 値から 2～4℃低下したあたりに
Tmを有すると考えられ、比較的 IgG1に近い安定性を有していると考えられる。これに対しMab-D
の IgG4および IgG4PEのプロファイルから CH2の変性ピークと Fabの変性ピークの間に他のサ
ブクラスでは認められない変性ピークが認められた。おそらくこれが IgG4 の CH3 ドメインの変
性ピークと考えられ、IgG1 および IgG2 に比べて 10℃以上低温側にシフトしていた。CH3 の Tm
は pH5.0 から pH7.0 では大きな差は認められなかったが、pH4.0 では全てのサブクラスで大きく
低下しており、IgG4 で顕著であった。 
これら CH2、CH3 ドメインの結果から、CH2 および CH3 から構成される Fc の安定性はサブ
クラスで大きく異なり、その安定性は IgG1＞IgG2＞IgG4の順で IgG1が最も高い安定性を示した。
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Fig.3-3-1-1 pH5.5 検体の DSC プロファイル A）IgG1、B）IgG2/IgG2AAAS、C）IgG4、D）IgG4PE 
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       Table.3-3-1-1 各抗体の Tm
Mab-A
Tm (°C)
pH 4.0 5.0 5.5 6.0 7.0
G1
CH2 59.27 69.10 nd nd nd
Fab 71.38 76.01 76.51 76.31 75.49
CH3 nd 82.98 83.90 83.95 83.89
G2
CH2 57.37 nd nd nd nd
Fab 69.32 75.08 74.73 73.68 74.89
CH3 nd nd nd nd nd
G4PE
CH2 51.88 61.19 nd nd nd
Fab 65.75 70.68 71.08 70.94 70.30
CH3 nd nd nd nd nd
nd: Fabピークとの重なりによって検出されなかった。
Subclass domain
Mab-B
Tm (°C)
pH 4.0 5.0 5.5 6.0 7.0
G1
CH2 59.77 nd nd nd nd
Fab 73.08 76.76 76.76 76.44 75.92
CH3 nd 83.92 84.94 84.10 84.07
G2
CH2 57.89 68.86 nd nd nd
Fab 72.70 76.50 76.69 76.33 75.71
CH3 nd nd nd nd nd
G4PE
CH2 53.35 61.69 64.44 67.31 nd
Fab 71.82 75.84 75.42 74.30 73.10
CH3 nd nd nd nd nd
nd: Fabピークとの重なりによって検出されなかった。
Subclass domain
Mab-C
Tm (°C)
pH 4.0 5.0 5.5 6.0 7.0
G1
CH2 60.10 69.41 72.55 73.23 73.72
Fab 73.91 77.23 77.87 78.05 78.06
CH3 79.07 83.55 83.88 84.05 84.02
G2AAAS
CH2 52.78 64.55 67.73 69.24 70.50
Fab 72.58 77.19 78.04 77.58 77.99
CH3 nd nd nd nd nd
G4
CH2 54.76 64.07 67.40 69.04 69.90
Fab 71.07 76.55 77.05 76.36 76.06
CH3 nd nd nd nd nd
G4PE
CH2 53.77 61.42 64.08 65.79 67.74
Fab 71.25 76.55 76.90 76.27 75.56
CH3 nd nd nd nd nd
nd: Fabピークとの重なりによって検出されなかった。
Subclass domain
Mab-D
Tm (°C)
pH 4.0 5.0 5.5 6.0 7.0
G1
CH2 59.86 69.07 71.54 72.85 73.39
Fab 79.17 83.04 83.51 83.65 83.70
CH3 nd nd nd nd nd
G2AAAS
CH2 52.58 64.26 67.38 69.13 70.02
Fab 80.03 83.23 83.85 83.93 83.67
CH3 nd nd nd nd nd
G4
CH2 54.08 64.08 67.39 69.68 70.89
Fab 74.38 81.55 82.36 82.49 82.20
CH3 nd nd nd nd nd
G4PE
CH2 53.26 61.71 64.39 66.27 68.00
Fab 74.39 81.68 82.35 82.57 82.18
CH3 nd nd nd nd nd
nd: Fabピークとの重なりによって検出されなかった。
Subclass domain
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Fig.3-3-1-3 Mab-D の CH2 Tm 
 
Fig.3-3-1-4 各サブクラス CH2 Tm 平均値 
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3-3-2. 円偏光二色性スペクトル（CD：Circular Dichroism Spectrometer） 
 
これまでにマウス抗体やヒト化抗体を用いた円偏光二色性（CD）スペクトルの報告（4, 27）はあ
るが、その多くは IgG1 である。本研究では完全ヒト抗体である Mab-A、マウス‐ヒトキメラ抗
体であるMab-Cおよびヒト化抗体であるMab-Dについて円偏光二色性スペクトル（CD）を用い、
Far-UV CD スペクトル、昇温スペクトル分析を実施し、各サブクラスの二次構造および熱による
構造変化（unfolding）を評価した。 
 
＜Mab-A の場合＞ 
 Mab-A の全てのサブクラスについて、pH4.0、5.0、6.0 検体の 25℃から 100℃までの昇温スペ
クトル、昇温前後の Far-UV スペクトルを比較した。 
 
＜Mab-A Far-UV CD スペクトル（昇温前）＞ 
各サブクラス検体の Far-UV スペクトルを測定した結果を Fig.3-3-2-1 に示した。全ての pH に
おいて、全てのスペクトルで 217 nm 付近に負の極大を持つスペクトルが得られ、サブクラスご
とに二次構造に差異は認められなかった。この極大波長はβ-sheet を反映しており、全てのサブ
クラス検体でβ-sheet rich な構造を有していることが確認された。この結果はこれまでの抗体の
CD スペクトルの報告と同様の結果である（4, 27）。また pH4.0、5.0、6.0 の違いは二次構造には影
響はなかった。 
 
＜Mab-A  Far 昇温スペクトル＞ 
Mab-A の各サブクラスは 217nm 付近に極大波長を持つことが明らかとなったため、昇温分析で
は 217nm のシグナルを指標として二次構造変化を追跡した。また昇温前後で Far-UV スペクトル
を測定し、昇温分析前後の二次構造の変化も評価した。 
 各 pH 検体で得られた昇温スペクトルを Fig.3-3-2-2 に示した。 
 
 昇温スペクトルを比較すると、pH ごとにサブクラス間で違いが認められた。全ての pH で各サ
ブクラスとも 50℃以降でシグナルの変化が認められ、温度上昇に伴い負のシグナル上昇が確認さ
れ、これまでに報告されている抗体の昇温スペクトルと概ね同様の傾向を示した（4, 27）。以下に
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各 pH で認められた変化の詳細を記す。 
 
○pH4.0  
 各サブクラスとも 25℃から 50℃付近まではシグナルに変化が認められなかった。約 50℃付近
よりモル楕円率の減少が開始され、その開始温度は IgG4PE＜IgG2＜IgG1 の順序であり、IgG4PE
で低温での変化度合いが大きかった。また IgG1では 50～70℃と 70～80℃、IgG2では 50℃～65℃
と 65～80℃、IgG4PE は 50～60℃と 60～75℃の 2 ステップの変性曲線が得られた。構造の崩れ
は IgG4PE で IgG1、IgG2 に比べ、早い傾向が認められた。モル楕円率の変化率についても違い
が認められた。すべてのサブクラス、きれいなシグモイド型の変性スペクトルを示し、IgG1 は約
82℃付近で－7000（deg/M/cm/res）、IgG2 は約 82℃付近で－7500（deg/M/cm/res）IgG4PE は
約 75℃付近でそれぞれ－8000,（deg/M/cm/res）の極小を示した後、温度上昇に伴い増加し、最
終的に－6000（deg/M/cm/res）に達した。 
昇温後のスペクトルを Fig.3-3-2-3 に示した。スペクトルを比較すると、全てのサブクラスで同等
のスペクトルを示し、200～240nm で昇温前のスペクトルに比べて分子楕円率の減少が認められ
た。また昇温前では極小値が 217nm に認められていたのが昇温後は低波長側にシフトしており、
可溶性重合体（Soluble Aggregation）形成による見かけの二次構造の増加が示唆された。また
206.5nm のモル楕円率の減少はランダムコイルの増加に起因すると考えられる（28）。更に 230nm
の分子楕円率の減少も認められ、これはトリプトファン残基（Trp）の露出を示唆するものであり、
四次構造が変化していると考えられた（29）。 
 
○pH5.0 
概ね pH4.0 と同様の傾向を示した。各サブクラスとも 25℃から 55℃付近まではシグナルに変
化が認められなかった。約 60℃付近よりモル楕円率の減少が開始され、その開始温度は IgG4PE
＜IgG2＜IgG1 の順序であり、IgG4PE で低温での変化度合いが大きかった。また全てのサブクラ
スで 60～78℃と 78～85℃の 2ステップの変性曲線が得られた。その様子は IgG4PEで IgG1、IgG2
に比べ、早い傾向が認められた。モル楕円率の変化率についても違いが認められた。 IgG1 は約
－9000（deg/M/cm/res）で極小に達したのに対し、IgG2 および IgG4PE は－9500（deg/M/cm/res）
の極小を示し、その変化率は若干であるが IgG1 に比べ大きかった。 
昇温後のスペクトルを比較すると、200～240nm で昇温前のスペクトルに比べて分子楕円率の
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減少が認められ、その変化率は IgG1 に比べ IgG2 および IgG4PE で大きかった。pH4.0 の時と同
様、極小値が低波長側にシフトしており、分子楕円率の減少が大きいほど低波長側へのシフトの
大きさも大きかった。 
 
○pH6.0 
全てのサブクラスで約 60～70℃の範囲でモル楕円率の減少が開始され、温度上昇に伴い負のシ
グナル増加が促進された。シグナル変化を比較すると IgG4PE は、IgG1 や IgG2 に比べ低い温度
での構造変化の度合いが大きく、約 73℃付近から急激な正のシグナル上昇が確認され、85℃以降
では約－3000（deg/M/cm/res）で一定値を示した。IgG2 も IgG4 同様、約 82℃付近から急激な
正のシグナル上昇が確認された。一方、IgG1 はシグモイド曲線に似た曲線を示して約－9500
（deg/M/cm/res）平衡に達した。分析終了後、セルを確認すると IgG2 および IgG4PE 検体では
白色の沈殿が溶液中に認められたが、IgG1 では全く沈殿は認められなかった。またホトマル電圧
もシグナルと呼応するように上昇しており、これらシグナルの上昇は昇温分析中に凝集形成を起
こし沈殿が生じたためと推察された。 
昇温後のスペクトルを比較すると、IgG1 では 200～240nm で昇温前のスペクトルに比べ分子楕
円率の減少が認められた。IgG1 は約 210nm に極小値がシフトし、pH4.0、5.0 に比べ分子楕円率
の低下は大きかった。これに対し IgG2 および IgG4PE は抗体のスペクトルがほとんど消失した。
これは上述の通り、IgG2 および IgG4PE は昇温途中での凝集形成により溶液中の抗体がほとんど
沈殿したためと考えられた。 
 
＜Mab-C の場合＞ 
Mab-C の全てのサブクラスについて、Mab-A 同様、pH4.0、5.0、6.0 検体の 25℃から 100℃ま
での昇温スペクトル、昇温前後の Far-UV スペクトルを比較した。 
 
＜Mab-C Far-UV CD スペクトル（昇温前）＞ 
各サブクラス検体の Far-UV スペクトルを測定した結果を Fig.3-3-2-4 に示した。Mab-A 同様、
全ての pH において、全てのスペクトルで 217 nm 付近に負の極大を持つスペクトルが得られ、
サブクラスごとに二次構造に差異は認められなかった。この極大波長はβ-sheet を反映しており、
全てのサブクラス検体でβ-sheet rich な構造を有していることが確認された。また改変体でも野
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生型と同等のスペクトルを示したことから、導入したアミノ酸改変は二次構造に大きな影響を与
えていないことも示唆された。また pH4.0、5.0、6.0 の違いは二次構造には影響はなかった。 
 
＜Mab-C Far 昇温スペクトル＞ 
Mab-C の各サブクラスは 217nm 付近に極大波長を持つことが明らかとなったため、昇温分析で
は 217nm のシグナルを指標として二次構造変化を追跡した。また昇温前後で Far-UV スペクトル
を測定し、昇温分析前後の二次構造の変化も評価した。各 pH 検体で得られた昇温スペクトルを
Fig.3-3-2-5 に示した。 
 昇温スペクトルを比較すると、pH ごとにサブクラス間で違いが認められた。また IgG4 と
IgG4PE の野生型と改変体のスペクトルは概ね一致しており、二次構造の変化は同じであると推
測された。全ての pH で各サブクラスとも 50℃以降でシグナルの変化が認められ、温度上昇に伴
い負のシグナル上昇が確認された。以下に各 pH で認められた変化の詳細を記す。 
 
○pH4.0  
 各サブクラスとも 25℃から 50℃付近まではシグナルに変化が認められなかった。約 55℃付近
よりモル楕円率の減少が開始され、その開始温度は IgG4（IgG4PE）＜IgG2AAAS＜IgG1 の順序
であり、IgG4 および IgG4PE で低温での変化度合いが大きかった。また全てのサブクラスで 55
～65℃と 65～80℃の 2ステップの変性曲線が得られた。その様子は IgG4および IgG4PEで IgG1、
IgG2AAAS に比べ、顕著であった。モル楕円率の変化率についても違いが認められた。IgG1 はき
れいなシグモイド型の変性スペクトルを示し、約－6000（deg/M/cm/res）で平衡に達したのに対
し、IgG2AAAS および IgG4（IgG4PE）は約 77℃付近でそれぞれ－7000,－7500（deg/M/cm/res）
の極小を示した後、温度上昇に伴い最終的に－6000（deg/M/cm/res）に達した。 
昇温後のスペクトルを Fig.3-3-2-6 に示した。スペクトルを比較すると、全てのサブクラスで同
等のスペクトルを示し、200～240nm で昇温前のスペクトルに比べて分子楕円率の減少が認めら
れた。また昇温前では極小値が 217nm に認められていたのが昇温後は低波長側にシフトしており、
可溶性重合体（Soluble Aggregation）形成による見かけの二次構造の増加が示唆された。また
230nm の分子楕円率の減少はトリプトファン残基（Trp）の露出を示唆するものであった。 
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○pH5.0 
概ね pH4.0 と同様の傾向を示した。各サブクラスとも 25℃から 50℃付近まではシグナルに変
化が認められなかった。約 55℃付近よりモル楕円率の減少が開始され、その開始温度は IgG4
（IgG4PE）＜IgG2AAAS＜IgG1 の順序であり、IgG4 および IgG4PE で低温での変化度合いが大
きかった。また全てのサブクラスで 55～70℃と 70～85℃の 2 ステップの変性曲線が得られた。
その様子は IgG4 および IgG4PE で IgG1、IgG2AAAS に比べ、顕著であった。モル楕円率の変化
率についても違いが認められた。IgG1 は約－8000（deg/M/cm/res）で平衡に達したのに対し、
IgG2AAAS および IgG4（IgG4PE）はそれぞれ－9000,－10000（deg/M/cm/res）の極小を示し、
その変化率は IgG1 に比べ大きかった。 
昇温後のスペクトルを比較すると、200～240nm で昇温前のスペクトルに比べて分子楕円率の
減少が認められ、その変化率は IgG1 に比べ IgG2AAAS および IgG4（IgG4PE）で大きかった。
pH4.0 の時と同様、極小値が低波長側にシフトしており、分子楕円率の減少が大きいほど低波長
側へのシフトの大きさも大きかった。 
 
○pH6.0 
各サブクラスとも 60 から 70℃の範囲でモル楕円率の減少が開始され、温度上昇に伴い負のシ
グナル増加が促進された。シグナル変化を比較すると IgG4 は、IgG1 や IgG2AAAS に比べ低い温
度での構造変化の度合いが大きかった。IgG1、IgG2AAAS はシグモイド曲線に似た曲線を示して
約－9000（deg/M/cm/res）平衡に達したのに対し、IgG4 および IgG4PE は 70℃後半付近で急激
な正のシグナル上昇が確認された。分析終了後、セルを確認すると IgG4 および IgG4PE 検体では
白色の沈殿が溶液中に認められた。IgG2AAAS も僅かであるが白色の沈殿が認められたが、IgG1
では全く沈殿は認められなかった。またホトマル電圧もシグナルと呼応するように上昇しており、
これらシグナルの上昇は昇温分析中に凝集形成を起こし沈殿が生じたためと推察された。 
昇温後のスペクトルを比較すると、IgG1 および IgG2AAAS では 200～240nm で昇温前のスペ
クトルに比べ分子楕円率の減少が認められた。IgG1 は約 210nm に極小値がシフトし、pH4.0、
5.0 に比べ分子楕円率の低下は大きかった。これに対し IgG4 および IgG4PE は抗体のスペクトル
がほとんど消失した。これは上述の通り、IgG4 および IgG4PE は昇温途中での凝集形成により溶
液中の抗体がほとんど沈殿したためと考えられた。 
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＜Mab-D の場合＞ 
 Mab-D の全てのサブクラスについて、Mab-A、Mab-C 同様、pH4.0、pH5.0、pH6.0 検体の 25℃
から 100℃までの昇温スペクトル、昇温前後の Far-UV スペクトルを比較した。 
 
＜Mab-D Far-UV CD スペクトル（昇温前）＞ 
各サブクラス検体の Far-UV スペクトルを測定した結果を Fig.3-3-2-7 に示した。昇温前の CD
スペクトルは全ての pH において、全てのスペクトルで 217 nm 付近に負の極大を持つスペクト
ルが得られ、サブクラスごとに二次構造に差異は認められず、Mab-A、Mab-C の結果と同じであ
った。 
 
<Mab-D Far-UV 昇温スペクトル＞ 
 Mab-A、Mab-C 同様に 217nm のシグナルを指標として二次構造変化を追跡し、昇温前後の二
次構造変化も評価した。各 pH 検体で得られた昇温スペクトルを Fig.3-3-2-8 に示した。昇温スペ
クトルを比較すると、Mab-A、Mab-D 同様に pH ごとでサブクラスに違いが認められたが、その
傾向は他の抗体と同じであった。以下に各 pH で認められた変化の詳細を記した。 
 
○pH4.0 
各サブクラスとも 25℃から 50℃付近まではシグナルに変化が認められなかった。約 55℃付近
よりモル楕円率の減少が開始され、その開始温度は IgG4（IgG4PE）＜IgG2AAAS＜IgG1 の順序
であり、IgG4 および IgG4PE で低温での変化度合いが大きかった。また全てのサブクラスで 55
～65℃と 65～80℃の 2ステップの変性曲線が得られた。その様子は IgG4および IgG4PEで IgG1、
IgG2AAAS に比べ、顕著であった。モル楕円率の変化率についても違いが認められた。IgG1 はき
れいなシグモイド型の変性スペクトルを示し、約－6000（deg/M/cm/res）で平衡に達したのに対
し、IgG2AAAS および IgG4（IgG4PE）は約 80℃付近でそれぞれ－6000、－7500（deg/M/cm/res）
の極小を示した後、温度上昇に伴い最終的に－6000（deg/M/cm/res）に達した。 
昇温後のスペクトルを Fig.3-3-2-9 に示した。スペクトルを比較すると、全てのサブクラスで同
様のスペクトルを示し、200～240nm で昇温前のスペクトルに比べて分子楕円率の減少が認めら
れた。しかしながら IgG1 は他のサブクラスに比べて減少率が小さかった。また昇温前では極小値
が 217nm に認められていたのが昇温後は低波長側にシフトしており、可溶性重合体（Soluble 
105 
 
Aggregation）形成による見かけの二次構造の増加が示唆された。また 230nm の分子楕円率の減
少はトリプトファン残基（Trp）の露出を示唆するものであった。 
 
○pH5.0 
概ね pH4.0 と同様の傾向を示した。各サブクラスとも 25℃から 50℃付近まではシグナルに変
化が認められなかった。約 55℃付近よりモル楕円率の減少が開始され、その開始温度は IgG4
（IgG4PE）＜IgG2AAAS＜IgG1 の順序であり、IgG4 および IgG4PE で低温での変化度合いが大
きかった。また全てのサブクラスで 55～77℃と 77～90℃の 2 ステップの変性曲線が得られた。
その様子は IgG4 および IgG4PE で IgG1、IgG2AAAS に比べ、顕著であった。モル楕円率の変化
率についても違いが認められた。IgG1 は約－7000（deg/M/cm/res）で平衡に達したのに対し、
IgG2AAAS および IgG4（IgG4PE）はそれぞれ 90℃付近で－8000,－8500（deg/M/cm/res）の極
小を示し、その変化率は IgG1 に比べ大きかった。 
昇温後のスペクトルを比較すると、200～240nm で昇温前のスペクトルに比べて分子楕円率の
減少が認められ、その変化率は IgG1 に比べ IgG2AAAS および IgG4（IgG4PE）で大きかった。
pH4.0 の時と同様、極小値が低波長側にシフトしており、分子楕円率の減少が大きいほど低波長
側へのシフトの大きさも大きかった。 
 
○pH6.0 
各サブクラスとも 60 から 70℃の範囲でモル楕円率の減少が開始され、温度上昇に伴い負のシ
グナル増加が促進された。シグナル変化を比較すると IgG4 は、IgG1 や IgG2AAAS に比べ低い温
度での構造変化の度合いが大きかった。IgG1 はシグモイド曲線に似た曲線を示して約－6500
（deg/M/cm/res）平衡に達したのに対し、IgG2AAAS、IgG4 および IgG4PE は 80～85℃付近で
急激な正のシグナル上昇が確認された。上述の通り、昇温途中で凝集形成を起こし沈殿が生じた
ためであり、凝集開始温度は IgG2AAAS に比べ IgG4 および IgG4PE で早かった。IgG4 と IgG4PE
で差は認められなかった。 
昇温後のスペクトルを比較すると、IgG1 および IgG2AAAS では 200～240nm で昇温前のスペ
クトルに比べ分子楕円率の減少が認められた。IgG1 は約 210nm に極小値がシフトし、pH4.0、
5.0 に比べ分子楕円率の低下は大きかった。これに対し IgG4 および IgG4PE は抗体のスペクトル
がほとんど消失した。これは上述の通り、IgG4 および IgG4PE は昇温途中での凝集形成により溶
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液中の抗体がほとんど沈殿したためと考えられた。 
 
3 つの抗体の測定結果を比較すると、シグナルの変化は 3 つの抗体で概ね同じ傾向を示した。1
ステップ目の昇温スペクトルは各 pH において 3 つの抗体で概ね一致しており、IgG4（IgG4PE）
は IgG1 や IgG2（IgG2AAAS）に比べ低い温度での構造変化の度合いが大きかった。この構造変
化は定常領域の構造変化と考えられ、可変領域の違いに関わらず同様の構造変化が起きているこ
とが確認できた。その後の 2 ステップ目の構造変化は Mab-A および Mab-C に比べて Mab-D で高
温側にシフトした。2 ステップ目の構造変化は Fab の構造変化に起因しており、Mab-D の Fab Tm
（3-3-1. DSC 結果参照）が Mab-A や Mab-C の Fab Tm に比べて高いため、構造変化が高温側に
シフトしたと考えられ妥当な結果であった。pH6.0 検体において、Mab-C では確認されなかった
が、Mab-A および Mab-D では IgG2（IgG2AAAS）でも凝集形成による沈殿が確認された。凝集
開始は DSCプロファイルとの比較から Fabの構造変化終了と共に開始している。Mab-A、Mab-C、
Mab-D で同じサブクラスにおける凝集開始温度には違いが認められることから、可変領域の構造
（アミノ酸配列）、ドメイン間相互作用が大きく影響していることが示唆された。上記の結果よ
り、昇温前は全ての pH において、各サブクラス全て一致するスペクトルを示したが、昇温後で
は各サブクラスでその特徴は異なる傾向を示した。昇温スペクトルの比較より全ての pH で CD
スペクトルが IgG4（IgG4PE）＜IgG2（IgG2AAAS）＜IgG1 の順に低温へシフトしており、構造
の変化は IgG4（IgG4PE）＜IgG2（IgG2AAAS）＜IgG1 の順で早く、IgG4 および IgG4PE の構
造の崩れやすさが顕著であった。また pH4.0 や pH5.0 での分子楕円率の変化量が IgG1 に比べて
IgG2および IgG2AAASや IgG4および IgG4PEで大きいこと、pH6.0では IgG2および IgG2AAAS、
IgG4 および IgG4PE では昇温途中で凝集形成による沈殿が確認されたことから、同条件下におけ
る構造安定性は IgG1 で最も高く、IgG4 で最も悪いことが示唆された。 
 
DSC の結果との考察 
 Mab-C および Mab-D の pH4.0、5.0、6.0 の検体について DSC で得られたプロファイルと比較
した。その結果を Fig.3-3-2-10～15 に示した。CD で得られた二次構造変化の曲線は DSC プロフ
ァイルと重ね合わせると、構造変化の度合いが、DSC で認められた各ドメインの変性ピークと概
ね一致しており、二次構造の変化がどのドメインに帰属するものか予想することができた。 
 pH4.0において 40～65℃のCD昇温スペクトルを比較すると IgG1および IgG2AAASでは僅か
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に変化するに留まるのに対し、IgG4 および IgG4PE ではその構造変化は大きかった。DSC のプ
ロファイルから IgG1および IgG2AAASではこの温度領域でCH2ドメインの変性ピークしか確認
されないのに対し、IgG4および IgG4PEではCH2に加えCH3ドメインの変性ピークも確認され、
すでに Fc 領域全体がアンフォールディング（熱変性）していると考えられる。このため、IgG4
および IgG4PE では二次構造の変化が IgG1 や IgG2AAA に比べ、大きく、低温度で生じたと推察
される。また 2 ステップ目の構造変化も IgG1 および IgG2AAAS では Fab および CH3 ドメイン
の構造変化、IgG4 および IgG4PE は Fab の構造変化と一致した。IgG2AAAS、IgG4 および IgG4PE
では Fab のアンフォールディング後、DSC では可溶性重合形成（凝集形成）の傾向が認められた。
CD でも 2 ステップ目の構造変化後、分子楕円率の緩やかな上昇が確認され、二次構造が変化し
ていると考えられ、可溶性重合形成に起因するものと推察された。また昇温途中で凝集形成が認
められた IgG4 および IgG4PE の pH6.0 検体の比較では、DSC プロファイルの Fab を含むメイン
ピークの変性が終了した温度からシグナル上昇が開始された。これより IgG4 および IgG4PE で認
められた凝集形成は、Fab 断片の二次構造変化が終了し、露出した疎水性表面による疎水性相互
などにより促進されたと考えられる。 
 全体を通して、CH2 ドメインの変性における二次構造の変化は小さく、二次構造の変化は Fab
断片および CH3 の変性で大きいことが示唆された。また DSC プロファイルと比較すると、構造
変化の変性曲線の温度プロファイルは良く一致しており、2 状態変移の最初の変化はおそらく Fc
の CH2 ドメインに起因する構造変化と推察され、各サブクラスの構造安定性は CH2 ドメインの
構造安定性に大きく関与していると考えられる。 
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Fig.3-3-2-1 Mab-A Far UV CD スペクトル（昇温前）A）pH4.0、B）pH5.0、C）pH6.0 
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Fig.3-3-2-2 Mab-A 昇温スペクトル A）pH4.0、B）pH5.0、C）pH6.0 
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Fig.3-3-2-3 Mab-A Far UV CD スペクトル（昇温後） A）pH4.0、B）pH5.0、C）pH6.0 
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Fig.3-3-2-4 Mab-C Far CD スペクトル（昇温前） A）pH4.0、B）pH5.0、C）pH6.0 
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Fig.3-3-2-5 Mab-C 昇温スペクトル A）pH4.0、B）pH5.0、C）pH6.0 
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Fig.3-3-2-6  Mab-C Far UV CD スペクトル（昇温後） 
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Fig.3-3-2-7 Mab-D Far UV CD スペクトル（昇温前） A）pH4.0、B）pH5.0、C）pH6.0 
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Fig.3-3-2-8 Mab-D 昇温スペクトル A）pH4.0、B）pH5.0、C）pH6.0 
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Fig.3-3-2-9 Mab-D  Far UV CD スペクトル（昇温後）A）pH4.0、B）pH5.0、C）pH6.0 
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Fig.3-3-2-10 Mab-C pH4.0 DSC と CD プロファイル比較 
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Fig.3-3-2-11 Mab-C pH5.0 DSC と CD プロファイル比較 
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Fig.3-3-2-12 Mab-C pH6.0 DSC と CD プロファイル比較
Mab-C DSC vs CD IgG1 Mab-C DSC vs CD IgG2AAAS
Mab-C DSC vs CD IgG4PEMab-C DSC vs CD IgG4
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Fig.3-3-2-13  Mab-D pH4.0  DSC と CD プロファイル比較 
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Fig.3-3-2-14  Mab-D pH5.0 DSC と CD プロファイル比較 
Fig.3-3-2-15 Mab-D pH6.0 DSC と CD プロファイル比較 
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3-3-3. 示差走査型蛍光分析（DSF：Differential scanning fluorescence） 
 
各サブクラス、概ね 2 段階の変性曲線が得られ、熱変性による疎水面の露出に関する構造変化
は 2 段階であることが示唆され、これまで報告されている抗体の DSF の結果と同様の結果を示し
た（16, 20）。全ての抗体で 50℃から 60℃の間で蛍光強度の増加が始まり、70℃から 80℃で最大の
蛍光強度を示し、その後、蛍光強度の低下（クエンチング）が認められた。DSC の結果から熱変
性による各ドメインの構造変化に呼応していると考えられ、条件によっては構造変化が同時に起
こり、プロファイルが重なって 1 段階のピークになったと考えられる。得られたプロファイルを
解析ソフト（Bio-Rad CFX Manager, Ver.1.6）を用い変性温度を算出した。1 段階目の変性温度
を Tm1、2 段階目の変性温度を Tm2 とし、Table.3-3-3-1 にまとめた。各抗体について詳細を以
下にまとめた。 
 
Mab-A 
 Mab-A 各サブクラス（IgG1, IgG2, IgG4PE）の各 pH（4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0）の検体につい
て評価を行った。Fig.3-3-3-1（A）に pH5.5 検体の蛍光プロファイルを示した。全てのサブクラ
スで概ね 2段階変移の曲線が得られたが、IgG1、IgG2 の pH5.0～7.0 は 1 段階変移を示しており、
1 段階および 2 段階の変移が重なったためと推察される。IgG1 と IgG2 の蛍光プロファイルは全
ての pH で概ね一致したが、IgG4PE は IgG1 および IgG2 に比べプロファイル自身が大きく低温
側にシフトし、より低温側で構造変化が開始していることが示唆された。pH5.5 検体では IgG1 お
よび IgG2 は 77℃付近、IgG4PE は約 73℃付近より蛍光強度の低下（クエンチング）が認められ
た。1 段階目の構造変化を比較すると IgG1、IgG2 で約 60℃、IgG4PE で約 50℃から変化し始め、
IgG1、IgG2 で IgG4PE に比較して高かった。変性温度の比較では、Tm1 は IgG1 と IgG2 が同じ
69.5℃であり、IgG4PE は 61.0℃と IgG1、IgG2 に比べて大きく低下した。 
また各サブクラス、pH の影響を評価したところ全てのサブクラスで Tm1 において、中性 pH で
最も高く、pH 低下に伴い変性温度の低下傾向が認められた。特に pH4.0 では全てのサブクラス
で pH5.0 から pH7.0 のプロファイルに比べて大きく低下した。また Tm2 は IgG1 および IgG2 の
pH6.0 および 7.0 検体については算出できなかった。得られた Tm2 は Tm1 同様、pH 低下に伴い
変性温度の低下傾向が認められた。 
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Mab-B 
 Mab-B 各サブクラス（IgG1, IgG2, IgG4PE）の各 pH（4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0）の検体につい
て評価を行った。Fig.3-3-3-1（B）に pH5.5 検体の蛍光プロファイルを示した。IgG1、IgG2 は 1
段階変移（わずかながらショルダーが認められ 2 段階ともいえる）、IgG4 は 2 段階変移曲線が得
られ、77℃付近より蛍光強度の低下（クエンチング）が認められた。蛍光プロファイルを比較す
ると Mab-A 同様、IgG1、IgG2 の蛍光プロファイルはほぼ一致し、IgG4PE で大きく低温へのシ
フトが確認された。1 段階目の構造変化を比較すると IgG1、IgG2 で約 60℃、IgG4PE で約 50℃
と IgG1、IgG2 で IgG4PE に比較して高かった。変性温度の比較では、Tm1 は IgG1 と IgG2 が同
じ 69℃であり、IgG4PE は 60.5℃と IgG1、IgG2 に比べて大きく低下し、Mab-A の値とほぼ一致
する傾向が認められた。 
また各サブクラス、pH の影響を評価したところ全てのサブクラスで Tm1 において、中性 pH で
最も高く、pH 低下に伴い変性温度の低下傾向が認められた。また全てのサブクラスで Tm1 の値
はほぼ Mab-A と一致した。また Tm2 は全てのサブクラスにおいて pH5.0～5.5 で最も高い傾向を
示した。 
 
Mab-C 
Mab-C 各サブクラス（IgG1, IgG2AAAS, IgG4, IgG4PE）の各 pH（4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0）の検
体について評価を行った。Fig.3-3-3-1（C）に pH5.5 検体の蛍光プロファイルを示した。pH5.5
の検体の蛍光プロファイルを比較したところ、全てのサブクラスで 50℃付近より蛍光強度の増加
が始まり、2 段階変移の曲線を描き、80℃付近より蛍光強度の低下（クエンチング）が認められ
た。蛍光プロファイルを比較すると、構造変化の開始は IgG4PE で最も早く、IgG4、IgG2AAAS、
IgG1 と続く傾向が認められ、サブクラス間の差は 1 段階目の構造変化で大きかった。Tm1 は IgG1
で最も高く、IgG1＞IgG2AAAS＞IgG4＞IgG4PE の序列を示した。Tm2 も Tm1 の序列と同様の傾
向を示した。Mab-A、Mab-B では IgG1 と IgG2 の 1 段階目の蛍光プロファイル大きな差は認めら
れなかったが、Mab-C では IgG2AAAS で明確に低温側へのシフトが確認された。また Mab-C で
は IgG4WT の分析も実施しており、その 1 段階目の蛍光プロファイルは IgG4PE に比べ高温側に
シフトが確認された。 
また各サブクラス、pH の影響を評価したところ全てのサブクラスで Tm1、Tm2 ともに中性 pH
で最も高く、pH 低下に伴い変性温度の低下傾向が認められ、その度合いは Tm1 の方が Tm2 に比
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べ大きかった。DSF の分析結果からも、IgG2 および IgG4 の改変体で Tm の低下が認められたこ
と、pH4.0 において IgG２AAAS の Tm1 が IgG4 の Tm1 と逆転したことなど、DSC で認められ
た結果と同様の結果が認められた。 
 
Mab-D 
 Mab-D 各サブクラス（IgG1, IgG2AAAS, IgG4, IgG4PE）の各 pH（4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0）の
検体について評価を行った。Fig.3-3-3-1（D）に pH5.5 検体の蛍光プロファイルを示した。pH5.5
の検体の蛍光プロファイルを比較したところ、全てのサブクラスで 50℃付近より蛍光強度の増加
が始まり、2 段階変移の曲線を描き、85℃付近より蛍光強度の低下（クエンチング）が認められ
た。蛍光プロファイルを比較すると、Mab-C 同様、構造変化の開始は IgG4PE で最も早く、IgG4、
IgG2AAAS、IgG1と続く傾向が認められ、サブクラス間の差は 1段階目の構造変化で大きかった。
Tm1 は IgG1 で最も高く、IgG1＞IgG2AAAS＞IgG4＞IgG4PE の序列を示した。 
また各サブクラス、pH の影響を評価したところ全てのサブクラスで Tm1、Tm2 ともに中性 pH
で最も高く、pH 低下に伴い変性温度の低下傾向が認められ、その度合いは Tm1 の方が Tm2 に比
べ大きかった。 
 
4 つの抗体の比較 
Tm1 について各抗体で得られた Tm1 を pH に対しプロットした結果を Fig.3-3-3-2 に示した。
その結果、可変領域の違いに関わらず、同じサブクラスにおいてほぼ一致する結果が得られた。
これは 1 段階目の構造変化がサブクラスに起因することを示唆した。サブクラスごとに Tm1 の平
均値を求め pH に対しプロットした結果を Fig.3-3-3-3 に示した。（IgG1 および IgG4PE は Mab-A, 
B, C, D の 4 つの平均値、IgG2 は Mab-A, B の 2 つの平均値、IgG2AAAS は Mab-C, D の 2 つの平
均値、IgG4 は Mab-C,D の２つの平均値とした。）各サブクラス pH に対して同様の傾向を示し、
pH7.0 で最も Tm が高く、pH の低下に伴い Tm の減少が認められ、pH4.0 では特に低下が顕著で
あった。この傾向は DSC の CH2 の Tm の傾向に非常に良く一致する結果であった。また同じ pH
条件下で各サブクラスの Tm を比較すると、IgG1≧IgG2＞IgG2AAAS≧IgG4＞IgG4PE の傾向が
認められた。純粋にサブクラスの比較をすると IgG1、IgG2 に比べ、IgG4 の Tm は約 5℃程度の
低下が認められ、熱ストレスに対して構造変化しやすい不安定性が示唆された。またそれぞれ変
異を導入した IgG2AAAS および IgG4PE は WT に比べて Tm の低下が認められた。Goldberg 等
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によって、IgG1 の DSF 評価においてこれまでに DSC のデータと比較した報告があり、DSF で
得られる Tm1 は DSC の CH2 の Tm と相関が認められた（20）。そこで、Mab-C、Mab-D におい
て DSF の Tm1 と DSC の CH2 の Tm を比較した。Mab-A および Mab-B は CH2 と Fab の構造変
化が重なり、DSC において CH2 の Tm を算出できなかったため、使用できなかった。Fig.3-3-3-4
に両手法により得られたTmを比較した結果を示した。Mab-C、Mab-D共に各サブクラスともDFS
で評価した Tm1 と DSC で評価した CH2 の Tm と高い相関（R2=0.99）が得られた。また DSC
と DSF のプロファイルを重ね合わせると、1 段目の構造変化は DSC における CH2 の変性ピーク
と一致する結果が確認された。この結果より DSF における評価において 1 段階目の構造変化は
CH2 ドメインの構造変化を捉えていることが示唆された。 
Tm2 についても同様に評価した。各抗体で得られた Tm2 を pH に対しプロットした結果を
Fig.3-3-3-5 に示した。その結果、Tm1 ほど明確な相関は認められなかった。サブクラスに起因す
るというより、同じ可変領域を持つ抗体ごとにまとまっている傾向が認められた。このことから
第 2段階の構造変化はおそらく各抗体の可変領域を含む Fab断片の構造変化に起因する可能性が
推察された。また同じ可変領域を持つ抗体において同じ pH 条件下のサブクラス間で Tm に差が
認めるのは、Fab 断片の構造変化する温度域に Fc 領域の構造変化も重なっており、純粋に Fab
断片のみの構造変化を示していないと推察される。 
DSFの Tm1と DSCの CH2の Tmで相関が認められたが、温度には若干の違いが認められた。
おそらく DSF は構造変化に伴う疎水表面の露出を蛍光物質の結合度合いで評価しているのに対
し、DSC は構造変化による熱量で評価しており、互いに構造変化を捉えているもののその評価対
象が異なることに起因すると考えられる。
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Fig.3-3-3-1 DSF プロファイル（各抗体 pH5.5 検体）A）Mab-A、B）Mab-B、C）Mab-C、D）Mab-D 
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Table.3-3-3-1 DSF 各抗体の Tm
Mab-A
Tm (°C)
pH 4.0 5.0 5.5 6.0 7.0
G1
Tm1 63.0 68.0 69.5 70.0 70.5
Tm2 73.0 74.5 74.5 N.D. N.D.
G2
Tm1 62.5 68.0 69.5 70.0 70.5
Tm2 71.5 73.0 N.D. N.D. N.D.
G4PE
Tm1 56.5 60.0 61.0 61.5 62.0
Tm2 67.5 69.5 70.0 70.0 70.0
nd: ピークの重なりによって検出されなかった。
subclass
Mab-B
Tm (°C)
pH 4.0 5.0 5.5 6.0 7.0
G1
Tm1 62.5 67.5 69.0 69.5 70.0
Tm2 74.0 75.0 75.0 74.5 74.0
G2
Tm1 61.5 67.0 69.0 70.0 70.5
Tm2 73.5 74.5 74.5 74.5 N.D
G4PE
Tm1 56.5 60.0 60.5 61.0 62.0
Tm2 73.0 74.0 74.0 73.5 73.5
nd: ピークの重なりによって検出されなかった。
subclass
Mab-C
Tm (°C)
pH 4.0 5.0 5.5 6.0 7.0
G1
Tm1 63.5 68.0 69.5 70.0 70.5
Tm2 76.5 78.0 78.0 78.0 78.0
G2AAAS
Tm1 58.5 63.5 65.0 66.0 66.0
Tm2 74.5 76.5 77.0 77.5 77.5
G4
Tm1 59.0 62.5 64.0 65.0 65.5
Tm2 74.0 75.5 76.0 76.0 75.5
G4PE
Tm1 56.5 60.5 61.5 62.0 62.5
Tm2 74.0 75.5 75.5 75.5 75.5
nd: ピークの重なりによって検出されなかった。
subclass
Mab-D
Tm (°C)
pH 4.0 5.0 5.5 6.0 7.0
G1
Tm1 63.0 68.0 69.0 70.0 70.0
Tm2 79.0 81.0 81.5 82.0 82.5
G2AAAS
Tm1 58.0 63.0 65.0 65.5 66.0
Tm2 75.0 82.5 82.5 83.0 83.0
G4
Tm1 58.0 62.5 64.5 65.5 65.5
Tm2 78.0 81.0 81.0 81.5 81.5
G4PE
Tm1 56.5 60.5 61.5 62.5 63.0
Tm2 78.5 81.0 81.5 81.5 81.5
nd: ピークの重なりによって検出されなかった。
subclass
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Fig.3-3-3-2 各抗体の Tm1 のプロット 
 
 
Fig.3-3-3-3 各サブクラスの Tm1 平均値のプロット 
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Fig.3-3-3-4 Mab-C および Mab-D における DSF Tm1 と DSC CH2 Tm の比較 
 
 
 
Fig.3-3-3-5 各抗体の Tm2 のプロット
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Fig.3-3-3-6 Mab-C DSF プロファイル A）pH4.0、B）pH5.0、C）pH5.5、D）pH6.0、E）pH7.0（参考データ）
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3-4. 結言 
 
本章ではサブクラスの違いが抗体の構造安定性に与える影響を評価した。DSC、CD、DSF を
用いて抗体の構造安定性を評価した結果、可変領域の違いに関わらず、各分析共にサブクラスに
特徴的な傾向を示した。特に抗体を構成するドメインの中で最も不安定な CH2 の安定性にサブク
ラス間で大きな違いが認められ、保存安定性との関わりが示唆された。 
 DSC では各抗体の可変領域である Fab の安定性に依存するが、CH2、CH3 ドメインの結果か
らCH2およびCH3から構成される Fcの安定性はサブクラスで大きく異なり、その安定性は IgG1
＞IgG2＞IgG4 の序列で、IgG1 が最も高い安定性を示した。特に最も変性しやすい CH2 ドメイン
が、サブクラス間で安定性の差が大きく、特に pH4.0 の酸性領域で顕著であった。 
 CD における二次構造の比較では昇温前、全ての検体で一致するスペクトルを示し、サブクラ
スの違いに関わらずβ-sheet リッチな共通の二次構造を有していることが明らかとなった。しか
しながら昇温スペクトルによる構造変化（unfolding profile）の比較では、IgG4＜IgG2＜IgG1 の
序列で構造が崩れやすい（unfolding のしやすい）傾向が認められた。また同じ溶媒条件で IgG2、
IgG4 では昇温途中で凝集形成による沈殿が認められたことから、サブクラスの違いが構造変化の
しやすさに大きく影響していることが示唆された。 
 DSF でも他の分析で認められた傾向と同様、Tm1 の比較で IgG1＞IgG2＞IgG4 の序列を示し、
DSC の CH2 の Tm と高い相関が認められた。 
全ての分析を実施した Mab-C の DSC、CD、DSF の結果を比較し、各分析結果から構造変化メ
カニズムに関する考察を行った。それぞれ測定原理が異なり、モニターしている現象は違うが、
それぞれから得られた結果を組み合わせることで構造変化の詳細が明らかとなる。DSC は個々の
ドメインの熱による構造変化の熱量変化を捉えており、変性ピークの帰属（CH2, Fab, CH3）が
明らかとなっている。CD 昇温スペクトルでは 217nm をモニターしたことから抗体に特徴的な構
造であるβ-sheet の構造変化を、DSF では疎水性表面に結合する疎水性蛍光プローブ Sypro 
Orangeを用いることで疎水性表面の露出度の変化を捉えた。今回、Mab-C各サブクラスの pH4.0、
5.0、6.0 検体において得られた 3 つの分析プロファイルを重ね合わせて比較すると、その構造変
化は他の分析で捕らえた変化と良く一致する結果が認められた。 
Mab-C の G4PE pH5.0 検体の DSF と DSC および CD の比較を Fig.3-3-4-1 に示した。DSF、
CD ともに 2 step の構造変化が確認され、低温側の構造変化から StepⅠ、StepⅡと定義する。DSF
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と DSC の比較をすると、StepⅠの構造変化は DSC の CH2 ドメインの変化に一致し、StepⅡの
構造変化は DSC の Fab 由来のドメイン変化に一致した。DSF の StepⅠの構造変化は全てのサブ
クラスで pH に依存性が高いこと、IgG1 で構造変化の温度が高く、IgG2 および IgG4 で低温側に
シフトする結果が得られており、DSC で確認された CH2 の Tm 変化と完全に一致した。CD の構
造変化を詳しく観察すると、CH2 の構造変化では二次構造の崩れは僅かであるが、Fab の構造変
化で大きく変化していることが明らかとなった。また DSF の構造変化を詳しく観察すると始めに
生じる CH2 の構造変化で疎水面の露出はかなり大きかった。CH2 の二次構造の変化は僅かであ
るが、疎水面の露出はかなり大きく、CH2 の構造変化はその後引き起こると予測される凝集体形
成や沈殿などに大きく関与していると考えられる。また CD による二次構造の変化および DSF の
疎水面の露出は DSC の Fab 断片の変性終了温度と一致しており、溶媒条件によっては凝集を開
始する温度であることが示唆された。このように抗体の熱ストレスによる構造変化は大きく
2Step と考えられた。 
 今回サブクラス間で最も差が認められた CH2 の Tm（DSC）について各サブクラス間で比較し
た結果を Fig.3-3-4-1 に示した。CH2 の Tm は全てのサブクラスで pH 依存性があり、pH 低下に
伴い Tm の低下が確認された。また Tm は IgG1 に比べ IgG2、IgG4 で低い傾向が認められた。特
に酸性領域下での重合体形成のしやすさなどのサブクラスによる安定性の違いは CH2 の安定性
が大きく寄与していることが示唆された。
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Fig. 3-3-4-1 Mab-C G4PE pH5.0 検体の DSF と DSC および CD のプロファイル比較 
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第 4 章 総括 
4-1 総括 
 抗体医薬品はその誕生から 20 年以上が経ち、約 30 の抗体医薬品が上市されてきた。多くの臨
床データおよび研究結果から抗体の持つエフェクター機能と作用機序との関係が明らかになりつ
つあり、抗体医薬開発において標的に対する作用機序を考慮したサブクラス選択の重要性が増し
ている。また臨床試験における安全性への注目と同様に、品質面における安全性も注目されるよ
うになってきた。特に抗体においては、多量の投与量から患者の QOL（Quality Of Life）を考慮
した高濃度シリンジ製剤の開発が求められ、初期開発の段階から高濃度製剤開発を予想し、物性
の良い抗体を候補抗体として開発することが成功の鍵を握っている。さらに分析手法の発展によ
り、変性メカニズムの解明や副作用との関連について研究が進むにつれて、製造プロセス開発や
製剤設計などの CMC 開発においても様々な変性に対する影響を総合的に評価し、より品質の良
い抗体医薬品の開発が求められてきている。このために抗体の物性研究は今後益々重要な意味を
持つことになる。これまでの上市抗体や開発抗体の多くは IgG1 であり、IgG1 以外のサブクラス
や機能付加を目指したアミノ酸改変抗体の物性についての知見はまだまだ少ないのが現状である。 
本研究では、同じ可変領域を持つ抗体においてサブクラスチェンジが抗体の物性に及ぼす影響
を評価することを目的とし、4 つの異なる可変領域を持つ抗体をモデルにそれぞれの抗体につい
て IgG1、IgG2、IgG4 のサブクラスを調製し、熱ストレスに対する保存安定性および構造安定性
を比較した。 
第 2 章では、各サブクラスの熱ストレスに対する保存安定性を評価し、重合体および分解物の
形成においてサブクラスの違いが大きく影響することが明らかとなった。また pH に対する劣化
傾向（pH トレンド）、保存安定性の傾向は可変領域の異なる 4 つの抗体間で、概ね同じ傾向を示
した。今回得られた結果は、これまで個々の抗体で報告されている IgG1 の酸性領域での顕著な切
断、IgG2 および IgG4 の酸性領域での顕著な重合体形成を反映するものであった。 
第 3 章では、各サブクラスの構造安定性を評価し、抗体を構成するドメインの中で最も不安定
な CH2 の安定性にサブクラス間で大きな違いが認められ、この違いが各サブクラスの保存安定性
や物性に大きく寄与していることが明らかとなった。 
これまでに抗体の構造安定性、保存安定性、folding 状態に関して多くの研究が実施されている
が、同一の可変領域を有しながら異なるサブクラス間で比較した報告はほとんどない。各サブク
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ラスで認められた劣化傾向、保存安定性および構造安定性は、可変領域の違いに因らず同じであ
った。このことはサブクラスつまり定常領域の物性は可変領域を変化させても保存されることが
明らかとなった。このようなサブクラスの物性の違いは生体内で行われているサブクラス選択の
理解へも繋がるものである。また抗体医薬品開発においては、物性的に適切な Fab 分子を用意す
れば、物性変化をある程度予測した上でサブクラス変換を実施できることを意味し、抗体をデザ
インする上で非常に有用な知見である。またサブクラスによって物性・特性の違いを明らかにし
たことから、原薬・製剤プロセス開発において各サブクラスの注意すべき点を考慮に入れ、プラ
ットフォーム技術を最適化することで、開発における時間と労力およびコストの削減につながり、
産業上も非常に意義深い。たとえば、酸性領域での凝集しやすさがサブクラスで大きく異なるこ
とから、抗体の精製プロセスの Protein A 工程における低 pH での溶出及びウイルスクリアランス
工程では、そのサブクラスに適した pH の最適化を考慮する必要があるだろう。また製剤開発に
おいては各サブクラスの劣化挙動を考慮した添加剤の選択など rational な処方開発を行うことが
できる。 
また開発上、大きな問題となりうる重合体の形成をはじめとした物性の不安定さに CH2 の安定
性が大きく寄与していることが明らかとなったことは、多数のドメインからなる抗体において重
合体形成のメカニズム解明およびアミノ酸改変などによる物性向上に向けた研究に非常に有用な
情報である。高濃度製剤の開発が望まれる抗体医薬において、凝集・重合体抑制は克服しなけれ
ばならない大きな挑戦であり、様々な研究が実施されている。MIT の Trout 等のグループによっ
て凝集形成に寄与すると思われる疎水的 patch 領域（Aggregation prone motif）を見出す新規なア
ルゴリズムが報告されている（1, 2）。これは、対象とするアミノ酸の疎水性度、タンパク質表面の
露出度、設定した半径内にあるアミノ酸の疎水的な寄与の合計、そしてシミュレーションから求
めたダイナミクスの寄与の合計から対象としたアミノ酸残基の Spatial Aggregation Propensity
（SAP）値を求め、疎水的 patch を見出す手法であり、疎水的 patch の親水性アミノ酸への改変
により安定性の改良に成功している。このような Aggregation Prone Motif はヒト IgG の共通配列
に存在し、定常領域においてサブクラス間で保存されているものも多く、これを基にした CH2 へ
のアミノ酸改変により安定性の改良が可能と推察される。 
いまだ有用な治療薬の存在しない疾患に対する新規ターゲットに対する抗体や、バイオシミラ
ー、バイオベターを目指した抗体など、今後益々抗体医薬品の開発は加速すると考えられる。新
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規のターゲット探索が難航する中、同じ標的、同じ適応疾患を有する抗体医薬との差別化、競争
力を持つという観点からも薬効のみならず、サブクラスの選択、安全性、生産性、品質に影響を
与える物性評価の重要性は益々大きくなるであろう。本研究で得られた知見がサブクラス変換や
Fc 改変技術の適応促進、また抗体の重合体形成メカニズムの解明に貢献できれば幸いである。
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